Detection of Genome Variations by Beluský, Tomáš
VYSOKE´ UCˇENI´ TECHNICKE´ V BRNEˇ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA INFORMACˇNI´CH TECHNOLOGII´
U´STAV POCˇI´TACˇOVY´CH SYSTE´MU˚
FACULTY OF INFORMATION TECHNOLOGY
DEPARTMENT OF COMPUTER SYSTEMS
DETEKCE GENOMOVY´CH VARIACI´
DIPLOMOVA´ PRA´CE
MASTER’S THESIS
AUTOR PRA´CE Bc. TOMA´Sˇ BELUSKY´
AUTHOR
BRNO 2013
VYSOKE´ UCˇENI´ TECHNICKE´ V BRNEˇ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA INFORMACˇNI´CH TECHNOLOGII´
U´STAV POCˇI´TACˇOVY´CH SYSTE´MU˚
FACULTY OF INFORMATION TECHNOLOGY
DEPARTMENT OF COMPUTER SYSTEMS
DETEKCE GENOMOVY´CH VARIACI´
DETECTION OF GENOME VARIATIONS
DIPLOMOVA´ PRA´CE
MASTER’S THESIS
AUTOR PRA´CE Bc. TOMA´Sˇ BELUSKY´
AUTHOR
VEDOUCI´ PRA´CE Ing. TOMA´Sˇ MARTI´NEK, Ph.D.
SUPERVISOR
BRNO 2013
Abstrakt
Vliv variací v lidském genomu je znatelný již při prvním pohledu na člověka, kde se projevují
odlišnosti mezi jedinci i celými populacemi. Rovněž chování, nebo pravděpodobnost výskytu
určité choroby jsou do značné míry ovlivněny právě změnami na úrovni genomu. Tato práce
se zabývá studiem metod detekujících variace v lidském genomu, které byly vyvinuty po
nástupu druhé generace sekvenovacích technologií. V rámci této práce byl dále navržen a
implementován nový nástroj kombinující metodu read pair a metodu split read s využitím
informace o hloubce pokrytí. Nástroj byl otestován na simulačních i reálných datech a
porovnán s referenčními výstupy.
Abstract
An influence of variations in human genome is perceptible at a first glance on human itself to
see differences between the individuals and entire populations. Also, behavior or probability
of certain diseases are influenced in large way by differences at genome’s level. This work
presents methods for detecting variations in the human genome that were developed after
an arose of the second-generation sequencing technologies. A new tool that combines read
pair and split read methods, with information about a depth of coverage was also designed
and implemented. The tool was tested on simulated and real data and compared with a
reference outputs.
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Kapitola 1
Úvod
Rozmanitosť medzi ľuďmi je vidieť na prvý pohľad, avšak príčina týchto zmien je neustále
skúmaná. Tieto zmeny je možné nájsť na najnižšej úrovni – v kompletnej genetickej výbave,
v genóme. Predmetom rôznych štúdií je odhalenie príznakov rôznych chorôb alebo aj zís-
kanie histórie vývinu ľudstva. Okrem rozmanitosti medzi ľuďmi ako jedincami sú skúmané
i zmeny v rôznych populáciách. Variácie sú takisto hľadané i v rámci určitého regiónu. Na-
príklad po identifikovaní regiónu, ktorý spôsobuje určitú chorobu, stačí získať len variácie
práve v tomto regióne, pre získanie informácií o samotnej príčine choroby. Príchod vý-
počtových metód pre detekciu genómových variácií umožnil samotný príchod sekvenovania
druhej generácie.
Cieľom tejto práce bolo navrhnutie vlastného nástroja pre detekciu genómových variácií,
ktorý kombinuje niektoré predstavené metódy a snaží sa detegovať čo najširšiu škálu variácií
a s čo najväčšou presnosťou. Funkčnosť navrhnutého a implementovaného nástroja bola
otestovaná na experimentoch.
Práca v druhej kapitole predstavuje základné informácie o genómoch. Postupne sa ve-
nuje informáciám obsiahnutým v genómoch a rozdielom medzi jednotlivými organizmami.
Následne je opísaná sada chromozómov u ľudí vrátane ich počtu, zloženia, veľkostí a rozdie-
lov. Po chromozómoch sa práca zaoberá nižšími jednotkami, génmi. Je opísaná ich funkčnosť
so štruktúrou a následne je spomenuté predávanie génov pohlavnou formou. Spomenuté sú
aj proteíny, ktorých tvorba je riadená práve génmi. Predposledná časť kapitoly sa venuje
samotnej molekule DNA, jej tvaru, štruktúre a vzniku nových DNA molekúl. Na konci sú
opísané samotné genómové variácie s ich dopadom a rozdelením.
Tretia kapitola sa zameriava na získanie sekvencie genómu pomocou sekvenovania a sú
predstavené používané techniky vrátane troch generácií sekvenovania. Pre získanie genó-
mových variácií je v niektorých metódach nutné namapovať získané sekvencie na referenčný
genóm, čím sa takisto táto kapitola zaoberá. Následne budú opísané problémy so samotným
mapovaním a dve stratégie, ktoré pracujú so zarovnanými fragmentami – readmi.
Dostupné dáta, formáty a nástroje pre prácu s nimi je predmetom štvrtej kapitoly.
Najskôr sú opísané formáty, v ktorých sú potrebné dáta dostupné a následne je opísaný
prístup k dátam dvoch veľkých projektov, 69 Genomes Data a 1000 Genomes Project.
Posledná časť opisuje v krátkosti tri použiteľné nástroje, pracujúce nad opísanými dátami.
V piatej kapitole sú opísané už samotné výpočtové metódy používané pre detekciu genó-
mových variácií. Môžu byť rozdelené do štyroch kategórií. Okrem samotného opisu metód sú
spomenuté i rôzne implementácie využívajúce danú metódu. Kvôli rôznym obmedzeniam
týchto metód začali vznikať metódy kombinujúce práve štyri opísané metódy. Na konci
kapitoly je stručné zhrnutie jednotlivých metód spoločne s ich výhodami a obmedzeniami.
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Samotný návrh vlastného riešenia stanoveného problému je predstavený v šiestej kapi-
tole. Vďaka získaným poznatkom z predchádzajúcej kapitoly kombinuje niektoré základné
metódy. Najskôr je opísaný vstup nástroja a práca s jednotlivými readmi, ktoré sú rozdelené
do kategórií podľa toho, ako sú namapované voči referenčnému genómu. Práca ďalej spo-
mína zoskupovanie readov a samotný výstup nástroja. Nakoniec je predstavený kompletný
navrhnutý dátový tok.
Nasledujúca siedma kapitola opisuje rozdelenie nástroja do jednotlivých balíčkov a opi-
suje ich funkcie. Spomenuté sú všetky naimplementované triedy a ich hlavné úlohy. Kapitola
sa takisto venuje aj pomocným implementovaným skriptom.
Kapitola číslo osem opisuje experimenty s naimplementovaným nástrojom. Najskôr je
uvedený experiment so simulačnými dátami a získaná citlivosť pri detegovaní referenčných
indelov. Po vyfiltrovaní najpravdepodobnejších falošných variácií dosiahla citlivosť hodnotu
95,38 %. Na rovnakých dátach sa citlivosť nástroja samtools dostala na hodnotu 98 %. Druhý
experiment bol vykonaný na reálnej vzorke získanie z 1000 Genomes Project. Detegované
indely boli porovnané s referenčným súborom a citlivosť pri vyfiltrovaní najpravdepodob-
nejších falošných variácií dosiahla hodnotu skoro 20 %. Okrem toho sú zobrazené počty
s minimálnymi a maximálnymi hodnotami jednotlivých typov variácií.
Záverečná kapitola zhŕňa splnenie jednotlivých bodov zadania a dosiahnuté výsledky
v experimentoch. Sú predložené návrhy na pokračovanie vo vývoji nástroja, ako napríklad
zníženie jak výpočtového času, tak potrebnej pamäte. Prípadným vylepšením by bolo aj
detegovanie komplexnejších variácii. Na záver sa kapitola venuje budúcnosti detekcie genó-
mových variácií, ktorá je silne závislá na sekvenačných technológiách.
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Kapitola 2
Základné informácie o genómoch,
genómová variácia
Informácie sú čerpané z [23]. Genóm nesie kompletnú genetickú informáciu organizmu spo-
ločne s inštrukciami pre jeho chod a rozmnožovanie, ktorého súčasťou je predávanie genetic-
kej informácie do ďalšej generácie. Genóm sa skladá zo sady chromozómov, ktoré obsahujú
gény so špeciálnou funkciou v organizme. Kompletná genetická informácia je uložená v mo-
lekule DNA. Všetky druhy organizmov na svete majú svoj vlastný genóm, od baktérie
Escherichia coli, žijúcej v ľudskom čreve, až po samotných ľudí. Každý genóm u všetkých
žijúcich i nežijúcich jedincov je unikátny, avšak rozdiely medzi jedincami z jedného druhu
sú menšie ako rozdiely medzi rôznymi druhmi. Kópia genómu sa nachádza okrem nejakých
výnimiek v každej bunke celého organizmu.
Kapitola sa ďalej zaoberá výhradne len ľudským genómom. Študovaním genómu je
možné odhaliť rôzne pozorované príčiny, ako napríklad príčinu smrti na infarkt, príčinu od-
lišných reakcií na štipľavé jedlo, príčinu nadváhy, atď. Z genómu jedného človeka je možné
získať množstvo zaujímavých informácií o genóme všetkých ľudí, pretože sú si navzájom
veľmi podobné. Ľudia sú si podobní v 99,9 % genómu a pre porovnanie s najbližším príbuz-
ným organizmom, so šimpanzom, sú si ľudia podobní v 99 % genómu. Vedci študujú rôzne
časti genómu od samotných génov a ich funkcie, cez chromozómy, až po genóm ako celok.
2.1 DNA
Deoxyribonukleová kyselina (DNA) je molekulou, obsahujúcou dedičný materiál všetkých
žijúcich organizmov. Molekulu DNA tvorí reťazec nukleotidov, ktoré sa skladajú z cukru
deoxiribózy, fosfátovej skupiny a jednej zo štyroch nukleotidových báz adenínu (A), guanínu
(G), cytozínu (C) alebo tymínu (T). A a G patria medzi puríny, C a T medzi pyrimidíny.
Väčšina organizmov vrátane ľudí má DNA v tvare pravotočivej dvojzávitnice, ktorú tvoria
dve navzájom spletené závitnice, ktoré sú antiparalelné1. Koniec reťazca obsahujúci fosfát
je označovaný ako 5’ koniec a ukončenie hydroxylovou skupinou je označované ako 3’ koniec.
Tieto závitnice sú spojené vodíkovými mostíkmi medzi jednotlivými bázami. Podľa zákona
komplementarity sa A páruje s T (obe majú dve vodíkové väzby) a G s C (obe majú tri
vodíkové väzby). Toto párovanie báz sa nazýva Watson-Crickovým pravidlom. Obrázok 2.1
zobrazuje popísanú štruktúru DNA. Veľkosť DNA sa udáva v počte párov báz a značí sa bp
1majú navzájom opačný smer
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(base pairs). Tisíc báz sa následne značí kb, milión Mb a miliarda Gb. Kompletný ľudský
genóm je veľký približne 3 Gb.
cytozín guanín adenín tymín
Obrázok 2.1: Štruktúra molekuly DNA upravená z pôvodného obrázku [9]
Nové DNA molekuly vzniknú pomocou starých molekúl. Tento proces začne rozpletením
dvojzávitnice a následne na obe závitnice nasadajú voľne sa pohybujúce nukleové bázy,
zachovávajúce zákon komplementarity. Na konci sa získa identická kópia originálnej DNA
molekuly s tým, že obe DNA obsahujú jednu závitnicu z originálnej DNA. Kópia DNA
nastáva pri každom bunečnom delení a tento proces trvá u ľudí priemerne 8 hodín.
2.2 Gény
Gény tvoria kúsky genómu, ktoré sú fundamentálnymi jednotkami dedičnosti. Delia sa na
tie, ktoré kódujú a ktoré nekódujú proteín. Kódujúce proteín sú označované ako štruktúrne.
V tomto prípade je úsek DNA transkribovaný a preložený na proteín. V opačnom prípade
ide o funkčný gén a po transkripcii už neprebieha translácia a gén vykonáva svoju funkciu
vo forme RNA. Ľudský genóm obsahuje 25–30 tisíc génov.
Gén je tvorený kratšími úsekmi, exónmi, ktoré určujú inštrukcie pre tvorbu proteínov, a
dlhšími úsekmi, intrónmi, na ktorých funkčný význam existujú rôzne názory. Avšak vďaka
výskytu intrónov existuje alternatívny zostrih pri prepise do RNA, z čoho vyplýva tvorba
rôznych proteínov. Bunka obsahuje všetky gény, ale nevytvára všetky možné proteíny, čím
sa bunky navzájom odlišujú. Štruktúru génu vrátane alternatívneho zostrihu zobrazuje
obrázok 2.2. Gény človeka sa v genóme nachádzajú v nízkej hustote, pretože len 1,5 % časť
genómu je tvorená kódujúcou sekvenciou. Každý gén obsahuje vlastný promótor, na ktorý
sa viaže RNA polymeráza, čím sa zahajuje transkripcia génu. Promótor sa okrem niekoľkých
výnimiek nachádza pred samotným génom.
DNA
alternatívne
zostrihy
mRNA 1
mRNA 2
gén
... ...
Obrázok 2.2: Štruktúra génu a alternatívne zostrihy pri transkripcii na mRNA
Gén môže nadobúdať rôzne formy, nazývané alely. Každý človek obsahuje jeden pár
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toho istého génu, každý zdedený od jedného rodiča. Interakcia týchto dvoch kópií určuje
charakteristiky jedinca. Zygozita udáva stupeň podobnosti alel pre určitú črtu v organizme.
Homozygozita značí identickú alelu génu na oboch chromozómoch a pri heterozygozite sa
gén zas vyskytuje v dvoch odlišných alelách. Jeden gén môže ovplyvňovať naraz viacero
čŕt a naopak jedna črta môže byť ovplyvňovaná viacerými génmi. Avšak množstvo čŕt je
ovplyvnené prostredím, v ktorom jedinec žije, čo zahŕňa stovku interných a externých zmien.
Veľkosť génov v ľudskom tele je približne 27 kb a niektoré sú dokonca dlhé do 2 Mb. Toto
je spôsobené intrónmi a bez nich by väčšina bola veľká 1 Mb.
Proteíny, vytvorené podľa inštrukcií určitých génov, sú rozmanitou skupinou obrovských
a komplexných molekúl, ktoré sú rozhodujúcimi prvkami ovplyvňujúce štruktúru a funkciu
každej časti ľudského tela. Niektoré časti môžu byť ovplyvňované nepriamo. Napríklad gény
ovplyvňujú veľkosť a tvar nosa, napriek tomu, že neexistuje proteín, popisujúci tieto črty.
Črty sú ovplyvnené tým, že gény určujú, aké proteíny sa majú vytvoriť, na akom mieste,
kedy a v akom množstve.
2.3 Chromozómy
Ľudské bunky sú diploidné a genóm sa skladá z 23 párov chromozómov, z čoho 22 párov
predstavuje autozómy a 1 pár je pohlavný. Ženy majú jeden pár pohlavného chromozómu
X, muži zas jeden chromozóm X a druhý Y. Chromozóm Y je oproti X menší s odlišným
tvarom. Chromozóm združuje veľké množstvo DNA v organizovanej a kompaktnej forme.
Skladá sa z histónov, na ktoré sa samotná molekula DNA namotáva. Jednotlivé chromozómy
sa vzájomne odlišujú tvarom a veľkosťou. Chromozómy môžu byť sfarbené fluorescenčnými
farbivami, vďaka ktorým sa na chromozómoch objavia výrazné tmavé i svetlé pruhy. Tmavé
pruhy udávajú úseky s vysokým obsahom páru A-T. Chromozómy obsahujú zúženú oblasť
nazývanou centromera, ktorá vzniká pri bunečnom delení. Takisto tieto pruhy umožňujú
vedcom odlíšiť jeden chromozóm od druhého. Chromozómy sú všeobecne číslované od naj-
väčšieho po najmenší. Kompletný súbor všetkých chromozómov udáva karyotyp, ako je
zobrazené na obrázku 2.3.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
19 20 21 22 X Y13 14 15 16 17 18
Obrázok 2.3: Karyotyp ľudských chromozómov upravený a prevzatý z [31].
Každý chromozóm obsahuje jednu molekulu DNA s veľkosťou 1,7–8,5 cm, podľa toho,
o ktorý chromozóm ide. DNA je užšia ako jedna milióntina centimetra a je v chromozóme
zbalená v komplexnej kondenzovanej forme veľkej len niekoľko desaťtisícin centimetra.
V tejto forme je DNA schopná vykonávať všetky potrebné funkcie. Pri bunečnom delení, mi-
tóze, dochádza ku kópii každého chromozómu a vo výsledku obe bunky obsahujú kompletnú
sadu chromozómov. Nový potomkovia získajú sadu chromozómov pri procese nazvanom me-
ióza, v ktorom dochádza k formovaniu pohlavných buniek, spermie a vajíčka. Pri meióze
dochádza k deleniu bunky, čoho výsledkom sú bunky s haploidným2 počtom chromozó-
2bunka obsahujúca len jednu sadu chromozómov
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mov. Ak sa spermia spojí s vajíčkom, dôjde k obnoveniu kompletného počtu chromozómov,
z čoho vyplýva, že potomok získa polovicu chromozómov od matky a polovicu od otca.
2.4 Genómová variácia
Ľudské genómy sa vzájomne odlišujú a vznikajú rôzne štúdie a nástroje pre nájdenie jed-
notlivých zmien, či už v rámci populácie, alebo medzi populáciami. Štúdium týchto variácií
môže pomôcť k odhaleniu miest, ktoré spôsobujú rôzne choroby a podľa toho bude možné
naordinovať liečbu jednotlivcom podľa potreby. Takisto môže odhaliť históriu vývoja ľud-
stva a jednotlivých populácií. Nasledujúce informácie sú čerpané z [23].
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Obrázok 2.4: Variácie v ľudskom genóme: a) pôvodný genóm b) delécia c) inzercia d) inverzia
e) translokácia f) rozptýlená duplikácia g) tandemová duplikácia
Čím viac sú si dvaja ľudia príbuznými, tým viac podobné majú genómy. Bolo vedecky
dokázané, že genóm dvoch náhodných ľudí sa líši v jednej báze každých 1200–1500 bp, z čoho
vyplýva vyše 3 mil. rozdielov medzi dvoma genómami. To predstavuje 0,1 % variácii, ako už
bolo prezentované. Ľudské genómy sa líšia kvôli rôznym mutáciám vznikajúcim pri delení
bunky. Tieto mutácie nemusia mať vždy za následok nepriaznivú zmenu v jedincovi, ako
napríklad výskyt choroby.
Genetická výbava je síce daná v okamžiku splodenia, avšak nie je konečná a môže
sa meniť vplyvom epigenetických, či ďalších genetických faktorov. Jednou zo základných
úloh je udržovanie konzervovanosti genómu. Ide o opravovanie chýb, ku ktorým dochádza
v priebehu života človeka, hlavne pri bunečnom delení. Pri mutácii v pohlavnej bunke
môže byť táto mutácia predaná novému potomkovi. Potomok obsahuje približne 100 nových
mutácií oproti svojím rodičom. Niektoré variácie sa môžu prenášať z generácie na generáciu,
podľa čoho sa môže určiť príbuzenstvo potomkov alebo identifikovať pôvod určitej dedičnej
choroby. Avšak kombináciu všetkých variácií má každý človek unikátnu. Žiadna časť genómu
nemá rovnakú pravdepodobnosť variácie ako iná, z čoho vyplýva, že variácie nie sú po
genóme rozložené uniformne. Naopak existujú určité hot spot variabilné miesta a takisto
miesta, ktoré sa medzi jedincami príliš nelíšia, nazývané konzervovanými miestami. Väčšina
variácií sa nachádza mimo génov, z čoho vyplýva, že tieto variácie nie sú škodlivé. Napríklad
sa môže stať, že i keď došlo k variácii, DNA kóduje stále rovnakú aminokyselinu, čiže
táto variácia nebude mať žiaden vplyv na výsledný proteín. Gény majú tendenciu byť
konzervované, pretože variácia v génoch býva často škodlivá.
Variácie je možné rozdeliť na mutácie a polymorfizmy. Polymorfizmus predstavuje va-
riáciu, ktorá sa vyskytuje viac ako v 1 % v populácii, mutácia predstavuje opak. Genómové
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Typ Popis
SNP single nucleotide polymorphism — jednonukleotidové variácie
CNV copy number variant — počet kópií určitého DNA segmentu, ktorý sa líši
od referenčného genómu (submikroskopické (>1 kb) alebo mikroskopické
(>3 Mb))
Delécia odstránenie DNA sekvencie
Inzercia pridanie DNA sekvencie
Indel inzercia alebo delécia ≤1 kb
Duplikácia duplikovanie DNA sekvencie (rozptýlená alebo tandemová)
Inverzia segment DNA s reverzným poradím báz
Translokácia posun DNA sekvencie (intrachromozomálny alebo interchromozomálny)
MEI mobile element insertion — DNA sekvencia (transpozón), ktorý mení
svoju lokalizáciu v rámci genómu (tvoria 25–30 % genómu [8])
Mikrosatelit krátke tandemové opakovania - 1, 2 alebo 4 bázy opakujúce sa na sekvencii
menšej ako 100 bp
Minisatelit väčšie tandemové opakovania - 9–64 bp opakujúcich sa v blokoch 0,1–20 kb
Tabuľka 2.1: Typy variácií v ľudskom genóme čerpané z [10, 16, 25]
variácie sú študované ako odchýlky od referenčného genómu, ktorý je zostavený z DNA
niekoľkých darcov. Odchýlky od referenčného genómu sú zobrazené na obrázku 2.4 a môžu
byť rozdelené podľa tabuľky 2.1. SNP variácie tvoria 90 % všetkých variácií. Väčšina týchto
polymorfizmov leží v intrónoch. Gény obsahujúce SNP majú teoreticky 4 možné alely, keďže
ide o zámenu jednej bázy za inú. Prakticky sa však vo väčšine objavujú len s dvoma alelami.
Ľudský genóm obsahuje viac ako 2 mil. SNP a zatiaľčo veľkú časť genómovej variácie v ľud-
skom tele spôsobujú SNP, bolo dokázané, že inzercie a delécie dramaticky prispievajú ku
genómovej rozmanitosti a sú spojené s mnohými ochoreniami. Špeciálne veľké variácie majú
silný štruktúrny a funkcionálny dopad. V súčasnosti sú objektom výskumu práve CNV a
zjavne ide o najvariabilnejšiu časť ľudského genómu.
Pre získanie variácií v genóme je nutné najskôr získať sekvenciu tohoto genómu, teda ho
osekvenovať. Niektoré metódy pre detekciu variácií ďalej vyžadujú namapovanie získaných
readov zo sekvenovania na referenčný genóm, čím sa zaoberá nasledujúca kapitola.
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Kapitola 3
Sekvenovanie, mapovanie a
pracovanie s readmi
Kapitola sa zaoberá sekvenovaním ľudského genómu a získaním readov, ktoré sú následne
namapované na referenčný genóm. Takisto predstavuje problémy mapovania readov a stra-
tégie určujúce ako pracovať s jednotlivými readmi.
3.1 Sekvenovanie ľudského genómu
Pre odhalenie variácií medzi genómami je potrebné najskôr získať časti sekvencií každého
genómu. Informácie o tejto podkapitole sú čerpané z [47]. Pre sekvenovanie rozsiahlych, čiže
aj ľudských genómov, existujú dva prístupy:
BAC by BAC — rozdelí pôvodnú DNA do prekrývajúcich sa fragmentov (okolo 200 kb) a
následne sa tieto fragmenty namnožia pomocou hostiteľskej baktérie (BAC). Z nam-
nožených fragmentov sa vytvorí knižnica ich nasekvenovaním. Má väčšiu odolnosť
voči chybám a je jednoduchší z pohľadu výpočtu, avšak je pomalší a drahší z pohľadu
experimentov.
Shotgun — genóm je náhodne rozsekaný na množstvo prekrývajúcich sa fragmentov (okolo
2 kb), ktoré sa následne namnožia použitím plazmidov majúce kratšiu dĺžku a preto
sú jednoduchšie. Napokon je z každého konca Sangerovou metódou prečítaných okolo
500 bp. Nevytvára BAC knižnicu, rýchlejší z pohľadu experimentov, no má väčšiu
náchylnosť k chybám (musí byť zvolené väčšie pokrytie) a väčšiu náročnosť na výkon.
Hĺbka pokrytia udáva počet, koľkokrát bol daný genóm nasekvenovaný a je udávaná
ako číslo nasledované znakom ×. Čím väčšia je táto hodnota, tým presnejšie je aj potom
detegovanie variácií. Ak je fragment nasekvenovaný z oboch strán, ide o párové ready. Pre
masívne sekvenovanie ľudských genómov je potrebné sa dostať na hranicu 1000 $ za jeden
genóm. Technológie sekvenovania sa delia na tri generácie:
1. generácia: Sangerova metóda, cena za genóm 1 mil. $
2. generácia: súčasný stav, cena za genóm 10000 $ (v súč. 4000 $)
3. generácia: fáza prototypu, očakávané nasadenie v roku 2014, cena za genóm 100 $
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3.2 Mapovanie readov na referenčný genóm
Pred samotným detegovaním variácií je potrebné dodať, že hlavný rozdiel medzi jednotli-
vými metódami je v použitej stratégii zarovnaní jak samostatných, tak párových readov.
Algoritmy pre zarovnanie readov k referenčnému genómu je možné rozdeliť do dvoch kate-
górií popísaných v nasledujúcej časti, ktorej informácie boli čerpané z [44, 48].
Algoritmy založené na hashovacích tabuľkách
Hashovacia tabuľka bola prvýkrát použitá v klasickej metóde seed and extend v nástroji
BLAST. Algoritmus je rozdelený do troch častí: osievanie (seed), rozširovanie (extend)
a ohodnotenie (evaluation). Hľadaná sekvencia sa rozdelí na k-mery (štandardne k=11)
pomocou posuvného okienka, posúvajúceho sa po jednom znaku. Ku každému slovu sa
hľadá množina alternatívnych slov a ku každému je vypočítané skóre podobnosti. V tabuľke
sa ponechajú len tie, ktoré majú vypočítané skóre vyššie ako zadaný prah. Tieto slová
sú následne hľadané v databáze. Nájdené slová sa algoritmus snaží rozširovať na obidve
strany, dokedy to je možné. Na konci sa odstránia všetky nájdené segmenty, ktoré majú
nízku štatistickú významnosť a hľadajú sa konzistentné úseky, ktoré na seba nadväzujú a
sú spojené do väčších celkov.
Vylepšenie algoritmu spočíva v povolení interných nezhôd, čo sa nazýva semienko s me-
dzerami (spaced seed). Počet zhodných miest určuje váhu semienka. Ďalšími vylepšeniami
v osievaní je povolenie medzier v semienku a vyžadovanie viacnásobnej zhody so semien-
kom. Posledné vylepšenie sa týka rozširovania. V tomto prípade sa kvôli používaniu dlhých
semienok v spaced seed rozširovanie vypúšťa alebo sa rozširuje bez povolenia medzier, čo je
o moc rýchlejšie ako pri použití dynamického programovania.
Algoritmy založené na sufixových/prefixových stromoch
Tieto algoritmy zahŕňajú dva kroky: identifikovanie presných zhôd a vytvorenie nepresných
zarovnaní pomocou nájdených zhôd. Výhodou použitia stromu je, že zarovnanie k viacná-
sobným identickým kópiám podreťazca k referenčnému genómu je vykonané len raz, pretože
tieto identické kópie sú v stromovej štruktúre zbalené do jednej cesty. Zatiaľčo v hashovacej
tabuľke sa muselo vykonať zarovnanie pre každú kópiu. Použitie dátovej štruktúry (sufixový
strom, rozšírené sufixové pole, FM-index) je nezávislé na použitej metóde.
3.3 Problémy s mapovaním
Problémy s mapovaním sú čerpané z [56]. Súčasná druhá generácia produkuje hlavne krátke
ready, čo spôsobuje problémy v mapovaní na referenčný genóm. Ak read patrí do opa-
kujúceho sa regiónu, nemôže byť namapovaný jednoznačne. Takisto chyby v sekvenovaní
môžu spôsobiť nesprávne namapovanie readu, pretože množstvo CNV a hraníc variácií leží
v opakujúcich sa regiónoch. V metódach detekcie variácií môže byť tento problém riešený
rôzne. V prvých troch opísaných v kapitole 5 môže byť stanovený problém riešený troma
spôsobmi: vyradením readov, náhodným výberom jedného mapovania alebo uvažovaním
všetkých mapovaní. V metóde sequence assembly je tento problém veľkou výzvou, pretože
prekrytie medzi readmi nie je jednoznačné. Veľké ready zo sekvenovania tretej generácie
môžu sčasti vyriešiť stanovený problém, avšak dokonca s readom o veľkosti 1 kb stále ostáva
1,5 % sekvencie ľudského genómu, ktorá nie je unikátna.
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Ďalším problémom je obsah GC, ktorý uvádza podiel páru G-C v rámci celého genómu.
Obsah GC býva typicky väčší ako obsah AT. V regiónoch s veľkým množstvom AT stúpa
hĺbka pokrytia, ak stúpa obsah GC a v regiónoch s veľkým množstvom GC naopak klesá
hĺbka pokrytia so stúpajúcim množstvom GC. Obsah GC spôsobuje problémy vo všetkých
metódach detekcie variácií. Najväčšie problémy spôsobujú práve metóde read depth, ktorá
deteguje variácie na základe hĺbky pokrytia a počíta s uniformnou hĺbkou pokrytia po celom
genóme. Preto sa rôzne implementácie snažia o opravu tohoto šumu.
3.4 Pracovanie so zarovnanými readmi
Ďalším hlavným rozdielom medzi jednotlivými algoritmami detegujúcimi variácie v genóme
je použitá stratégia v práci s jednotlivými readmi [29]:
Hard clustering — používaný vo väčšine metód, kde je uvažované len najlepšie zarovna-
nie readu. Táto stratégia funguje dobre pre unikátne regióny, avšak v tandemových a
opakujúcich sa regiónoch má horšiu citlivosť.
Soft clustering — používaná niektorými novými prístupmi, kde sú ready namapované na
všetky možné pozície a následne sú všetky tieto zarovnania uvažované v detekcii. Má
väčšiu citlivosť oproti hard clusteringu, avšak môže viesť k viacerým falošným detek-
ciám a často vyžaduje starostlivú filtráciu readov pred samotnou detekciou. Falošné
detekcie pri analýzach s referenčným genómom môžu byť vykompenzované stúpajúcim
počtom správnych detekcií, pokiaľ sa objavuje viacero štruktúrnych variácií. Avšak
pri analyzovaní príbuzenských vzoriek môžu prevažovať práve falošné detekcie, kvôli
menšiemu počtu variácií medzi vzorkami.
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Kapitola 4
Dostupné formáty, databázy a
nástroje
Cena za osekvenovanie ľudského genómu sa v posledných rokoch rapídne znížila a preto
sa viacero inštitúcií pustilo do sekvenovania genómov rôznych živočíchov a následne sa
hľadajú genómové variácie medzi jedincami, či už v rámci jedného druhu, alebo medzi
rôznymi druhmi. V prvej časti tejto kapitoly budú predstavené formáty, v akých sú dáta
s readmi a zarovnaniami k dispozícii. Následne budú predstavené dva projekty venujúce sa
oblasti o ľudských genómoch, ktoré poskytujú voľne dostupné osekvenované dáta genómov.
V poslednej podkapitole budú predstavené rôzne nástroje pre podporu práce so sekvenciami
a variáciami.
4.1 Formáty
Podkapitola sa venuje formátom, v ktorých sú jednotlivé dáta k dispozícii. Niektoré obsa-
hujú so samotnou sekvenciou i Phred kvalitu Q, ktorá udáva kvalitu sekvenovania každej
bázy a je definovaná ako [21]:
Q = −10 log10 P, (4.1)
kde P je pravdepodobnosť nesprávnej bázy. Z toho je možné odvodiť:
P = 10
−Q
10 . (4.2)
Toto skóre býva zakódované pomocou jedného ASCII znaku. Napríklad použitie kvality
Phred+33 znamená, že kvalita sa získa odčítaním hodnoty 33 od ASCII hodnoty konkrét-
neho znaku kódujúceho kvalitu sekvenovania. Znaku ’A’, s ASCII hodnotou 65, odpovedá
skóre 32, čo predstavuje 0.063 % pravdepodobnosť nesprávnej bázy.
TSV
V tomto prípade ide o jednoduchý formát, kde sú jednotlivé hodnoty od seba oddelené
pomocou tabulátoru. V 69 Genomes Data súbory obsahujúce ready a mapovania sú skom-
primované pomocou bgzip programu a každý súbor okrem vlastných dát obsahuje hlavičku,
ktorá popisuje samotný obsah a poskytuje potrebné metadáta. Riadky hlavičky začínajú
znakom #, za ktorým nasleduje dvojica kľúč a hodnota, oddelená tabulátorom [6]. Príklad
uloženia readov v TSV formáte zobrazuje tabuľka 4.1.
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#ASSEMBLY ID HG00731-200-37-ASM
#TYPE READS
>flags reads scores
0 ACTCCCTGACCTCAGGTGATCCACCTGC 99:::878887776789<<9489$5(38
4 TGTGCGAGGACACAACAAAAAGATTCTG .639%678867.7778<<<<3:8)*787
0 AGTAAAATACAGATCAGAGTGGAAAAAA 8%80426%6657%557<<8(4<<56848
Tabuľka 4.1: Príklad uloženia readov v TSV formáte. Stĺpec flags obsahuje zakódované
príznaky pre daný read značiace namapovanie readu, stĺpec read obsahuje samotnú sekven-
ciu a v stĺpci scores je uložená zakódovaná Phred kvalita pre každú bázu (skóre 0 obsahujú
bázy, pre ktoré nie je táto informácia známa).
FASTQ
Spojenie FASTA formátu s Phred kvalitou pre každý read. Syntax vyžaduje, aby každá
položka mala 4 riadky: prvý riadok obsahuje hlavičku, začínajúcou znakom @, druhý riadok
obsahuje sekvenciu, tretí riadok vždy začína znakom + a ak je za ním uvedený názov, musí
sa zhodovať s prvým riadkom a nakoniec na štvrtom riadku je uvedená zakódovaná Phred
kvalita a musí mať rovnakú dĺžku ako druhý riadok [21]. Príklad uloženia dvoch readov
zobrazuje tabuľka 4.2.
@ERR003070.55 IL30 2144:8:1:28:1620/1
TGAACTCCAGCCTGGGCGACAGAGCGAGACCCCGTCTCCAAAAAAAAAAAAAAA
+
A;?@17@?<9::,99@;02/9-5.802/26373’+-+(*%&.4’4,/4=828=@
@ERR003070.56 IL30 2144:8:1:28:1998/1
CACACTTTTAGGTTGAAGCAAAATGCACACAGTCACTGCTAAAAAAACTTTGGT
+
EDEBDEEEBCBC;C>=EDBBB>B92;:>8=543109%*%6*1+:=67%0%%*-+
Tabuľka 4.2: Príklad uloženia dvoch readov vo FASTQ formáte
SAM
SAM formát je generickým formátom pre ukladanie zarovnaní nukleotidových sekvencií.
Ponúka flexibilitu pre ukladanie všetkých informácií o zarovnaniach a jednoduchosť v ge-
nerovaní rôznymi programami alebo konverziu do iných formátov. Má kompaktnú veľkosť
a umožňuje prácu nad časťou súboru bez nutnosti načítania celého zarovnania do pamäte,
spoločne s indexáciou pre efektívne získanie všetkých readov zarovnaných k lokusu. SAM
je reprezentovaný textovým súborom, kde sú jednotlivé dáta oddelené tabulátorom. Pred
samotnými dátami sa nachádzajú riadky začínajúce znakom @, ktoré označujú hlavičku.
Každý typ hlavičky okrem komentáru je vo formáte tag:hodnota. Povinné polia v dátovej
časti popisuje tabuľka 4.3.
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Názov Popis
QNAME názov readu
FLAG bitové príznaky
RNAME názov referenčnej sekvencie
POS pozícia mapovania (indexuje sa od 1)
MAPQ kvalita mapovania
CIGAR reťazec popisujúci sekvenciu
MRNM názov párovej sekvencie
MPOS pozícia párovej sekvencie
ISIZE dĺžka
SEQ sekvencia
QUAL Phred kvalita
Tabuľka 4.3: Povinné polia v SAM formáte
Viacej informácií o SAM a takisto aj BAM formáte (viď nižšie) poskytuje súbor so
špecifikáciou v dokumente [11]. Príklad uloženia samostatného i párového readu zobrazuje
tabuľka 4.4.
@HD VN:1.3 SO:coordinate
@SQ SN:ref LN:45
r001 163 ref 7 30 8M2I4M1D3M = 37 39 TTAGATAAAGGATACTG *
r002 0 ref 9 30 3S6M1P1I4M * 0 0 AAAAGATAAGGATA *
r001 83 ref 37 30 9M = 7 -39 CAGCGCCAT *
Tabuľka 4.4: Príklad uloženia samostatného i párového readu v SAM formáte
Všetky zarovnané dáta v 1000 Genomes Project sú dostupné v BAM formáte, ktorý je
binárnou verziou SAM formátu. Podrobnejšiu prácu s týmito formátmi vykonáva nástroj
samtools, opísaný v poslednej podkapitole. Každý BAM súbor v 1000 Genomes Project je
asociovaný s dvoma súbormi, ktoré majú rovnaký názov, ale líšia sa v prípone: BAI (inde-
xový súbor pre rýchlejší prístup k sekvenciám) a BAS (súbor so štatistikami). Názov súboru
môže byť rozdelený na 7 častí: názov vzorky, názov chromozómu, ktorého mapovania súbor
obsahuje, sekvenčná platforma (LS454, SOLID alebo ILLUMINA), algoritmus mapovania
(bwa, ssaha, bfast), populácia (trojpísmenný kód), sekvenčná stratégia (low coverage, high
coverage, exon targeted, exome) a dátum vo formáte RRRRMMDD.
VCF
Variant Call Format je špecifikáciou pre ukladanie variácií v genóme, definovanou projek-
tom 1000 Genomes Project. Ide o textový formát obsahujúci riadky s metainformáciami,
riadok s hlavičkou a následne samotné dáta. Metainformácie začínajú za dvojitým zna-
kom # a musia byť v tvare kľúč=hodnota. Riadok s hlavičkou začína jedným znakom # a
obsahuje 8 povinných atribútov popísaných v tabuľke 4.5.
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Názov Popis
CHROM chromozóm
POS referenčná pozícia (prvá báza má pozíciu 1)
ID bodkočiarkou oddelený zoznam unikátnych identifikátorov, ak sú dostupné
REF referenčné bázy
ALT čiarkou oddelený zoznam alternatívnych nereferenčných alel, nachádzajúcich
sa aspoň na jednej vzorke
QUAL Phred kvalita pre stĺpec ALT
FILTER bodkočiarkou oddelený zoznam kódov pre filtre, ktoré zlyhali a v prípade, že
všetky filtre prešli, stĺpec obsahuje hodnotu PASS
INFO doplňujúce informácie
Tabuľka 4.5: Povinné polia vo VCF formáte
Príklad uloženia SNP, delécie a inverzie vo VCF súbore zobrazuje tabuľka 4.6.
##fileformat=VCFv4.1
##fileDate=20130110
##source=gataca
##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Hĺbka">
##INFO=<ID=SVTYPE,Number=1,Type=String,Description="Typ variácie">
##INFO=<ID=END,Number=1,Type=Integer,Description=Pozícia konca variácie">
##ALT=<ID=INV,Description="Inverzia">
#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO
1 183 . C G 29 PASS DP=100
2 82 . TCG T 47 PASS DP=100
2 321682 INV0 T <INV> 6 PASS SVTYPE=INV;END=421681
Tabuľka 4.6: Príklad SNP, delécie a inverzie vo VCF formáte
Pre viac informácií o verzii 4.1 tohoto formátu je čitateľ odkázaný na [12], odkiaľ boli
prevzaté aj predchádzajúce informácie. BCF je binárnou verziou, ktorá je navrhnutá pre
efektívne ukladanie a parsovanie VCF záznamov.
4.2 Databázy
Jednou z vybraných inštitúcií zameranou na ľudské genómy je Complete Genomics s pro-
jektom 69 Genomes Data. Široký katalóg variácií v ľudskom genóme ponúka 1000 Genomes
Project.
Projekt 69 Genomes Data
Tento projekt [3] poskytuje 69 vzoriek DNA nasekvenovaných pomocou Standard Sequen-
cing Service, ktorý zahŕňa nasekvenovanie kompletného genómu, mapovanie readov na refe-
renčný ľudský genóm, komplexnú detekciu variácií, skóre a anotácie. Sada genómov obsahuje
trojicu Jorubov, žijúcich v juhozápadnej časti Nigérie, trojicu Portorikáncov, rodokmeň 17
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obyvateľov Utahu počas troch generácií, ktorí majú severo a západoeurópskych predkov a
nakoniec rozmanitú množinu jedincov bez príbuzenstva z 9 rôznych populácií. Každý ve-
rejne dostupný genóm poskytuje variácie (SNP, CNV a iné štruktúrne variácie), anotácie
(gény a funkčný dopad, dbSNP, MAF1 z 1000 Genomes Project, nekódujúce RNA, známe
segmentové duplikácie, typ štruktúrnej variácie), skóre osekvenovaných readov, evidenčné
súbory a bázové pokrytie každej pozície v referenčnom genóme.
Potrebné dáta sú na FTP stránke [5] rozdelené do viacerých adresárov (YRI trio,
PUR trio, Pedigree 1463, Diversity). Každý tento adresár obsahuje podadresáre ASM
a MAP s príslušným číslom buildu. V adresároch ASM sa nachádzajú 3 typy súborov rozdele-
ných do niekoľkých TAR archívov: VAR — variácie a ich skóre a anotácie, EVIDENCE — ready
a mapovania, kde sa nachádzajú variácie, REF — pokrytie sekvencie v každej pozícii refe-
renčného genómu a skóre indikujúce dôveryhodnosť, že je genóm homozygotný a identický
k referenčnému genómu v každej pozícii. Adresár MAP obsahuje všetky nespracované ready
a ich mapovanie. Pod adresármi MAP a ASM sa nachádzajú podadresáre jedincov, v ktorých
sú potrebné dáta. Všetky dáta sú uložené v TSV formáte.
Ďalšie výstupné súbory poskytujúce FTP sú VCF súbory (adresár vcf files), ktoré
pre každú vzorku popisujú všetky možné variácie a takisto regióny bez variácií. Projekt
nakoniec poskytuje multigenómový prehľad (adresár Multigenome summaries), ktorý po-
rovnáva výskyt variácií v 69 genómoch alebo v podmnožine 54 nepríbuzenských vzoriek.
Projekt 1000 Genomes Project
Prvý projekt [1], ktorý nasekvenoval obrovské množstvo ľudských genómov pre poskytnutie
komplexného zdroja genómových variácií [13]. Cieľom je nájsť variácie, ktoré sa vyskytujú
v populácii s aspoň 1 % frekvenciou. Vzorky v projekte sú anonymné a nemajú asociovaného
konkrétneho človeka. Zoznam vzoriek poskytovaný projektom je možné nájsť na stránke
v sekcii About.
Dáta, dostupné na FTP stránke [2], sa nachádzajú v adresári data, ktorý sa delí
na podadresáre obsahujúce jednotlivé vzorky. Každá vzorka poskytuje ready v adresári
sequence read. Vzorka môže ďalej obsahovať adresáre alignment a exome alignment, ob-
sahujúce jednotlivé zarovnania. Projekt okrem toho môže obsahovať dáta zo 69 Genomes
Data a v tom prípade adresár s jedincom obsahuje aj podadresár s názvom cg data. Vy-
produkované dáta obsahujú nespracované sekvencie (ready) vo FASTQ formáte, zarovnania
v BAM formáte a variácie vo VCF formáte.
4.3 Nástroje
Veľkosť súborov s ľudskými sekvenciami sa pohybuje v desiatkach až stovkách GB a preto
bolo nevyhnutné vytvoriť nástroje a programy pre zefektívnenie práce s týmito dátami.
Samtools
Samtools [43] je knižnicou ponúkajúcou parsovanie a manipulovanie so zarovnaniami v SAM
i BAM formáte. Umožňuje konverziu z iných formátov, radenie a spájanie zarovnaní, od-
stránenie duplikácií, zobrazenie variácií (SNP, inzercií a delécií) a takisto dokáže zobraziť
zarovnanie v textovom prehliadači.
1minor allele frequency — frekvencia, v ktorej sa menej bežná alela vyskytuje v danej populácii
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VCFtools
VCFtools [22] je open source pre parsovanie, analyzovanie a manipulovanie so súbormi vo
formáte VCF. Delí sa na dva moduly. Perl API vykonáva rôzne operácie s VCF súbormi
(validovanie, spájanie, porovnávanie, prienik a komplement súborov, základné štatistiky).
Druhý modul pozostáva z C++ implementácie primárne určenej k analyzovaniu SNP va-
riácií vo VCF súboroch.
Tabix
Tabix [41] ponúka generickú indexáciu pre genómové súbory s tabulátorom oddelenými
pozíciami. Podporované vstupné formáty sú GFF, BED, SAM, VCF a PSLTAB. Veľkou
výhodou je práca so skomprimovanými formátmi. Ide o rýchly nástroj, ktorý efektívne
pracuje nad zarovnaniami s miliardou krátkych readov, s čím by si SQL databázy ťažko
poradili. Jednou z ďalších výhod je podpora získania dát zo vzdialeného servera bez nutnosti
sťahovania kompletného súboru.
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Kapitola 5
Detekcia genómovej variácie
Práca sa výhradne zaoberá metódami používajúcimi dáta vygenerované sekvenačnými plat-
formami druhej generácie (NGS — next generation sequencing). Tieto metódy ponúkajú
možnosti pre detekciu variácií, ktoré nie sú detegované pomocou konvenčných mikropólo-
vých platforiem [64]. I keď pomocou NGS sa získajú milióny sekvencií readov v jednom behu
s nie príliš vysokými nákladmi oproti Sangerovmu sekvenovaniu, ostáva stále množstvo vý-
ziev v detegovaní CNV pomocou vyvinutých metód [56]. Tieto metódy sa delia do štyroch
skupín: read pair, read depth, split read a sequence assembly. Prvé tri metódy vyžadujú
namapovanie readov na referenčný genóm. Okrem vymenovaných vznikajú ich kombinácie
alebo dokonca nové prístupy. Kapitola sa v jednotlivých častiach zaoberá každou zo spomí-
naných metód, kde okrem princípu budú spomenuté príklady implementácií spoločne s ich
prínosmi a možnosťami detekcie.
5.1 Metóda read pair
Informácie k tejto metóde sú čerpané z [16, 29, 56, 64]. Ako už z názvu vyplýva, metóda
vyžaduje párové ready pre detekciu štruktúrnych variácií. V princípe môže byť detego-
vaná väčšina typov štruktúrnych variácií. Ideou tohoto prístupu je namapovanie readov
na referenčný genóm a následne identifikovanie namapovaných readov, ktorých orientácia
a/alebo vzdialenosť nesúhlasí s pôvodnými. Ide teda o identifikovanie tzv. nesúhlasných
readov. Všetky základné typy štruktúrnych variácií a ich možná detekcia pomocou metódy
read pair sú zobrazené na obrázku 5.1. V genóme sa okrem diskutovaných môžu nachádzať
komplexnejšie variácie, ktorých identifikácia je náročnejšia.
Veľkosť detegovaných variácií je obmedzená vzdialenosťou medzi párovými readmi a
preto je táto metóda často schopná detegovať len menšie variácie. Avšak inzercia väčšia ako
vzdialenosť medzi párovými readmi môže byť detegovaná pomocou dvoch párových readov,
ako je vyobrazené na 5.2. Metóda read pair je využívaná veľkým množstvom algoritmov,
ktoré pracujú s párovými readmi. Výhodou je väčšia citlivosť v detegovaní malých variácií.
Niekedy môže byť zoskupenie párových readov zavádzajúce. Napríklad sekvencia tande-
movej duplikácie môže byť menšia ako vzdialenosť medzi párovými readmi. Potom párové
ready, ktoré obsahujú hranicu tejto tandemovej duplikácie, budú mať namapovanú veľkosť
menšiu a tým môže vzniknúť domnienka, že ide o inzerciu.
Read pair algoritmy sa delia na klastrovacie a distribučné. Oba prístupy identifikujú
nesúhlasné ready pomocou orientácie a namapovanej vzdialenosti readov. Pre zvýšenie
spoľahlivosti používajú združovanie párových readov. Ideou klastrovacej metódy (obrá-
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Obrázok 5.1: Detekcia rôznych genómových variácií pomocou metódy read pair (zelené
zvislé čiary značia hranicu variácie): a) Delécia: namapovaná vzdialenosť medzi párovými
readmi je značne väčšia ako skutočná. b) Inzercia: namapovaná vzdialenosť medzi páro-
vými readmi je značne menšia ako skutočná. Ak vložená sekvencia predstavuje anotovaný
transpozón, ide o MEI variáciu. c) Inverzia: jeden read je namapovaný s opačnou orien-
táciou a takisto namapovaná vzdialenosť sa môže líšiť od skutočnej. d) Translokácia:
namapovanie dvoch rôznych párových readov detegujúcich translokáciu. Ak ide o posunu-
tie segmentu na iný chromozóm ide o interchromozomálnu translokáciu, v rámci toho istého
chromozómu to je intrachromozomálna translokácia. Takisto môže ísť o MEI variáciu. e)
Rozptýlená duplikácia: detegovanie pomocou dvoch párových readov. f) Tandemová
duplikácia: detegovaná jedným párovým readom, kde sa oba ready namapujú s opačnou
orientáciou a sú vzájomne prehodené. Týmto spôsobom môže byť detegovaná aj rozptý-
lená duplikácia v prípade, že je vzdialenosť medzi duplikovanými segmentami menšia ako
vzdialenosť medzi párovými readmi.
zok 5.1) je označenie readov za nesúhlasné, ak sa líši ich namapovaná vzdialenosť od
nenamapovanej o určitý počet štandardných odchýlok. Príklad je zobrazený na obrázku
5.3. Takisto za nesúhlasné ready sú označené ready s nesprávnou orientáciou. Distribučné
metódy porovnávajú lokálnu distribúciu namapovaných vzdialeností s distribúciou v rámci
celého genómu (globálna distribúcia). Pri identifikovaní homozygotnej delécii alebo inzercii
nastane posuv lokálnej distribúcie oproti globálnej (obrázok 5.4a). Pri heterozygotnej delé-
cii alebo inzercii vznikne mix posuvov s rôznym smerom a veľkosťou (obrázok 5.4b). Ak sú
naopak tieto distribúcie identické, nenachádza sa v okolí žiaden indel. Klastrovacie a distri-
bučné prístupy sa vzájomne sčasti prekrývajú. Klastrovacie metódy dobre detegujú veľké
translokácie, inverzie a relatívne veľké indely. Distribučné metódy zas lepšie detegujú men-
šie indely a nedokážu detegovať translokácie a inverzie. Popis implementácií bol prevzatý
z [29, 64].
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Obrázok 5.2: Detekcia inzercie väčšej ako vzdialenosť medzi párovými readmi
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Obrázok 5.3: Príklad detekcie nesúhlasných readov pomocou namapovanej vzdialenosti
väčšej (delécia) a menšej (inzercia) ako 2 štandardné odchýlky
Klastrovacie metódy
Prvé read pair metódy používajúce kapilárne sekvenovanie [57] a sekvenovanie druhej ge-
nerácie [35] využívali klastrovacie metódy, kde klaster obsahoval minimálne dva párové
ready. Oba výskumy zarovnávali ready pomocou hard clusteringu. Rozpätie readov v pr-
vom prístupe bolo označené za nesúhlasné, ak sa vychyľuje o viac ako tri štandardné od-
chýlky od priemeru. Druhý prístup využíval simulácie pre zistenie očakávaného rozsahu
súhlasných párových readov. Nesúhlasné párové ready sú zoskupené, ak obsahujú rovnaký
typ variácie. Následne sú klastre, ktoré obsahujú väčší počet nesúhlasných readov, ako je
špecifikované (obvykle dva a viac), označené ako potenciálne štruktúrne variácie. Tieto pr-
votné metódy sú limitované redukovanou citlivosťou spôsobenou hard clusteringom, fixným
prerušením readových vzdialeností a takisto minimálnym počtom readov tvoriacich klaster.
Kvôli odstráneniu readov s viacnásobným namapovaním, nie sú schopné detegovať variácie
v regiónoch bohatých na opakovania a segmentové duplikácie.
Algoritmus VariationHunter [30] vylepšuje predchádzajúce prístupy použitím soft clus-
teringu pre zvýšenie citlivosti. Používa rovnaký prístup identifikovania nesúhlasných pá-
rových readov. Po získaní všetkých možných zarovnaní s využitím algoritmu mrFAST na-
sleduje odstránenie readov, ktoré sa namapovali aspoň raz ako súhlasný read. Všetky ma-
povania určitého readu sú priradené do klastrov určujúcich špecifickú štruktúrnu variáciu.
Po tomto predspracovaní je možné použiť dva rôzne algoritmy. VariationHunter-SC (set
score) vyberá klastre s maximálnou úspornosťou, čím je redukovaný počet štruktúrnych
variácií. VariationHunter-Pr (probabilistic) počíta pravdepodobnosť klastra, že skutočne
reprezentuje danú variáciu. V práci bola použitá 90 % pravdepodobnosť. Podľa autorov
VariationHunter vylepšuje detegovanie oproti prvotným metódam hlavne v opakujúcich sa
regiónoch. Citlivosť je však stále nedostačujúca kvôli obsahu GC, ktorý výrazne ovply-
vňuje distribúciu readov. Takisto sú stále ignorované ready s namapovanou vzdialenosťou
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Obrázok 5.4: Porovnanie lokálnej distribúcie (červená) namapovaných vzdialeností s glo-
bálnou (šedá): a) Pri homozygotnej delécii nastáva posuv lokálnej distribúcie vpravo oproti
globálnej. Pri inzercii by tento posuv bol pozorovaný na ľavej strane od globálnej distribúcie,
keďže sa ready namapujú s menšou vzdialenosťou oproti pôvodnej. b) Pri heterozygotnej
delécii vzniká mix dvoch distribúcií, čiže ide o bimodálnu distribúciu. Pri inzercii by cez
globálnu distribúciu prechádzal pravý vrchol lokálnej distribúcie.
s menšími rozdielmi, ktoré môžu mať dobrú podporu.
Kombináciou rôznych analytických funkcií vznikol nástroj PEMer [36]. Ready sú pred-
spracované použitou sekvenčnou platformou. Pre zarovnanie readov k referenčnému genómu
je použitý hard clustering. V kroku spájania klastrov je možné použiť klastre, ktoré boli
získané z rôznych experimentov, obsahujúce rôzne prerušenia. Oproti ostatným nástrojom
ide o značné vylepšenie, keďže povoľuje použitie viacnásobného prerušenia spoločne s uží-
vateľom definovaným prerušením pre detegovanie nesúhlasných párových readov. Ďalšou
výhodou je, že ide o modulárny program, ktorý ponúka vlastné prispôsobenie a vylepše-
nie rôznych modulov bez nutnosti kompletného návrhu celého nástroja. Je takisto schopný
odhaliť väčšie inzercie ako vzdialenosť medzi párovými readmi a to vďaka prepojeným inzer-
ciám detegovaných rôznymi readmi. Pre dosiahnutie dobrých výsledkov je vhodné starost-
livo nastaviť parametre programu. Pre vylepšenie citlivosti je vhodné použiť soft clustering.
V prípade implementácie HYDRA [54] ide o prístup vytvorený pre identifikáciu štruk-
túrnych variácií v genóme myši, avšak môže byť použitý aj v ľudskom genóme. S využitím
soft clusteringu identifikujú viacnásobné zarovnania jedného readu rovnakú variáciu, ak
ohraničujú rovnaký interval. Detegovaná je tá variácia, ktorá má zo všetkých najväčšiu
podporu. HYDRA je okrem štandardných znakov schopná detegovať aj znaky pre detekciu
tandemovej duplikácie a inzercie, čo zvyšuje citlivosť pre tieto štruktúrne variácie. Tento
prístup môže byť užitočný pre identifikáciu variácií v opakujúcich sa a duplikovaných regi-
ónoch. Keďže nie je kvalita mapovania braná v úvahu, stúpa značný risk falošných detekcií.
Nedávno predstavený prístup SVM2 [20] používa metódu read pair vrátane neštan-
dardných znakov priľahlých k štruktúrnym variáciám pre zvýšenie spoľahlivosti detekcie.
Priľahlé regióny majú definované vlastnosti pre inzercie a aj delécie väčšie i menšie ako
vzdialenosť párových readov. Oproti tradičnému prístupu používa aj párové ready, z kto-
rých sa podarilo namapovať iba jeden read (OEA — one end anchored). Pri delécii nastane
na oboch stranách vlákna ostrý vrchol OEA readov, ktorý bude približne veľký ako dĺžka
readu. V prípade inzercie ide o širší vrchol s veľkosťou inzercie. Takisto môžu byť detegované
aj hranice inzercií väčších ako vzdialenosť medzi readmi. Štatistiky párových readov nájde-
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ných v okolí inzercií a delécií sú použité v strojovom učení SVM pre detekciu štruktúrnych
variácií. SVM je natrénované pre rozpoznanie každej štatistiky tak, aby štruktúrne variácie
mohli byť klasifikované do svojich tried. Posledný krok kombinuje klastre a identifikuje typ
a dĺžku variácií. Hoci sú detegované hranice väčších inzercií, ich dĺžku nie je možné zistiť.
Oproti nižšie popísanému algoritmu BreakDanceru vylepšuje detegovanie menších (1–30 bp)
inzercií a delécií. Avšak detekcia iných typov variácií nebola implementovaná. Prispôsobenie
metódy, aby brala v úvahu párové ready namapovaných v obrovských vzdialenostiach môže
zvýšiť citlivosť detekcie translokácií a MEI variácií.
Distribučné metódy
Distribučné metódy boli predstavené nástrojom MoDIL [39]. Štruktúrne variácie sú iden-
tifikované s použitím súhlasných i nesúhlasných párových readov porovnaním distribúcií
namapovaných vzdialeností vo špecifickom genómovom lokuse oproti distribúcii v rámci
celého genómu. Posun distribúcie ku kratšiemu rozpätiu indikuje inzerciu a posun k vä-
čšiemu rozpätiu naopak deléciu. Toto umožňuje identifikáciu inzercií a delécií s veľkosťou
10–50 bp. Výhodou oproti klastrovacím metódam je možnosť detekcie heterozygotných va-
riácií pomocou pozorovania posunu polovice párových readov. Tento nástroj má ďaleko od
komplexnosti, keďže deteguje iba špecifické veľkosti inzercií a delécií. Môže byť však využitý
ako časť zreťazeného spracovania.
Nástroj MoGUL [40] je založený na predošlom prístupe, avšak používa sekvenčné dáta
z viacerých slabo pokrytých genómov pre detegovanie bežných štruktúrnych variácií. Po
soft clusteringu sú páry readov z viacerých jedincov rozdelené do klastrov. Vďaka týmto
klastrom sú detegované variácie na základe distribúcie rozpätia podobne ako v MoDILe.
Indely o veľkosti 20–100 bp môžu byť detegované, ak je MAF aspoň 0,06. Hoci táto me-
tóda nemusí detegovať vzácne variácie u jedinca, deteguje bežné variácie v populácii, ktoré
nie je možné detegovať MoDILom. Metóda je efektívna pri pozorovaní variácií v rámci
populácie, čo umožňuje sekvenovanie pomocou slabého pokrytia a tým pádom sa znížia
celkové náklady. Je vhodná napríklad na pozorovanie ochorenia v rodine, či rozdiely medzi
populáciami.
Kombinácia oboch metód
Algoritmus BreakDancer [18] používa kombináciu oboch vyššie opísaných metód. Delí sa
na dve časti. BreakDancerMax deteguje delécie, inzercie, inverzie a translokácie pomocou
štandardnej klastrovacej metódy. Druhá časť, BreakDancerMini, je distribučne založená
pre detekciu menších inzercií a delécií (10–100 bp), ktoré nenašiel BreakDancerMax. Oproti
štruktúrnym variáciám detegovanými aj predošlými metódami umožňuje nájsť aj inter a
intrachromozomálne translokácie. V porovnaní s MoDILom a VariationHunterom, vykazuje
väčšiu citlivosť a špecifickosť. Avšak oproti MoDILu nie je schopný detegovať variantnú
zygozitu. Takisto je limitovaný v detekcii štruktúrnych variácií v opakujúcich sa regiónoch,
pretože využíva hard clustering.
5.2 Metóda read depth
Nasledujúce informácie sú čerpané z [29, 56, 64]. Táto metóda je založená na hľadaní ab-
normálneho pokrytia genómu. Používa samostatné i párové ready. V ideálnom prípade je
k dispozícii osekvenovaný ďalší genóm, ktorý je použitý ako kontrolovací. Z tohoto genómu
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sú získané veľkosti pokrytia vo všetkých miestach. V prípade, že nie je k dispozícii, musí byť
vykonaný odhad očakávanej distribúcie readov. Z tohoto dôvodu sa metóda delí na dve ka-
tegórie. Prvá hľadá rozdiely v hĺbke pokrytia v samostatnom genóme, druhá využíva kontro-
lovací genóm. V prípade samostatného genómu sú ready namapované na referenčný genóm
a CNV sú identifikované na základe priemerného pokrytia alebo pokrytia v iných regió-
noch. Druhá kategória zarovná ready z oboch genómov k referenčnému genómu a následne
sú zmeny v pomeroch počtu kópií použité pre identifikáciu variácií medzi týmito genómami.
V oboch prípadoch je použité genómové okno, v ktorom je zistená hĺbka pokrytia. Okná
s podobnou veľkosťou pokrytia alebo pomermi počtu kópií sú následne spojené. Tieto me-
tódy sa spoliehajú na to, že je sekvenovanie uniformné, avšak kvôli rôznym skresleniam, ako
napríklad obsahu GC a schopnosti mapovania readov, je táto domnienka vyvrátená. Preto
môžu regióny obsahovať viac či menej readov bez ohľadu na počet kópií a to môže často
viesť k falošným detekciám. Väčšina algoritmov pred samotnou detekciou opravuje tieto
skreslenia. Metódy využívajúce kontrolovací genóm tieto korekcie môžu sčasti vypustiť, ak
sú oba vzorky zostavené rovnako. Niektoré algoritmy využívajú heterozygotnú informáciu
SNP, takisto známu ako B allele frequency pre detegovanie regiónov obsahujúcich CNV
a stratu heterozygozity. Menšia hodnota pokrytia od očakávanej deteguje deléciu, väčšia
zas duplikáciu. Avšak nerozlišuje medzi tandemovou a rozptýlenou duplikáciou. Metóda
je vhodná pre detegovanie veľkých CNV a indelov, naopak zlyháva v detekcii inverzie a
translokácie. Precízna lokalizácia inzercií nie je touto metódou možná. Väčšina algoritmov
používa hard clustering.
Metódy používajúce samostatný genóm
Genóm je obvykle rozdelený na neprekrývajúce sa okná a v každom je zistená hĺbka pokry-
tia. Pravdepodobné štruktúrne variácie sú určené na základe okien idúcich po sebe, ktorých
hĺbka pokrytia sa líši od očakávanej. Metóda predpokladá rovnomernú pravdepodobnosť
rozloženia readov po celom genóme. Hustota readov v danom okne by mala byť úmerná
lokálnemu počtu kópií. Táto metóda je oproti metóde využívajúcej kontrolovací genóm
rentabilnejšia. Detekcia delécie a duplikácie je zobrazená na 5.5.
a)                                                      b)
Obrázok 5.5: Detekcia štruktúrnych variácií pomocou hĺbky pokrytia v samostatnom
genóme: a) Delécia: menšia hĺbka pokrytia od očakávanej. b) Duplikácia: väčšia hĺbka
pokrytia od očakávanej.
Algoritmus readDepth [50] používa CBS (Circular binary segmentation [51]) prístup.
CNV sú zistené zo samostatného genómu. Veľkosť genómových okien je vypočítaná na zá-
klade koeficientu falošnej detekcie (FDR - false discovery rate), ktorá môže byť zadaná uží-
vateľom na základe počtu readov. Heuristické prahy pre detekciu zisku alebo straty počtu
kópií sú vypočítané podľa požadovaného koeficientu FDR a počte readov. Okrem toho
je schopný detegovať epigenetické zmeny. Mapovateľnosť readov je opravená znásobením
počtu readov v okne inverziou z percentuálnej mapovateľnosti zistenej zo simulácie. Regi-
óny s extrémne malou mapovateľnosťou sú vyfiltrované. Počet readov je takisto v každom
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okne normalizovaný pomocou regresnej lokálnej metódy LOESS pre prispôsobenie regresnej
priamke dát.
RDXplorer [67], založený na algoritme EWT (Event-Wise Testing), ktorý je založený na
testovaní významnosti, vyhľadáva menšie variácie so štatistickou významnosťou a spája ich
do klastrov. RDXplorer pre identifikáciu CNV používa hĺbku pokrytia v oknách o veľkosti
100 bp. Najskôr je odstránený šum spôsobený obsahom GC tak, že sa počet readov vynásobí
v každom okne s mediánom získaného zo všetkých okien a vydelí mediánom získaného
z okien s rovnakým percentom GC. Táto oprava je použitá i mnohými inými algoritmami
používajúcimi hĺbku pokrytia. Následne je počet readov prekonvertovaný na z-štatistiku a
priradí P-hodnotu hornej (duplikácia) i dolnej (delécia) časti pre každé okno. V intervale
pozostávajúceho z niekoľkých okien je detegovaná duplikácia (delécia), ak sú všetky P-
hodnoty hornej (dolnej) časti menšie ako špecifikovaný prah. Tento prah je pre rovnako
veľké intervaly konštantný, avšak pri zväčšení intervalu sa zväčší i prah. Pri pokrytí 30×
a veľkosti okna 100 bp je hĺbka pokrytia aproximovaná normálnym rozložením bez príliš
veľkej straty na rozlíšení. Veľkosť okna pri inom pokrytí nebola v práci diskutovaná. Bez
kontrolovacieho genómu je táto metóda limitovaná v detekcii malých inzercií a delécií.
Na EWT je založený i algoritmus JointSLM [45], avšak bol naimplementovaný pre
detekciu CNV vo viacerých jedincoch. Tým pádom je schopný detegovať menšie CNV ako
samotný EWT algoritmus. Avšak môže byť použitý aj na študovanie samostatného genómu
podobne ako predošlá metóda. Vhodná na detekciu CNV medzi populáciami.
MSB (Mean shift based [60]) prístup pre identifikovanie CNV používa implementácia
CNVator [15]. Tento algoritmus je odvodený od algoritmu, ktorý pôvodne detegoval CNV
na dátach arrayCGH [58]. Optimálna veľkosť okna je stanovená tak, aby pomer priemerného
pokrytia bol k veľkosti štandardnej odchýlky v pomere 4:5. CNV sú identifikované spoje-
ním susediacich okien s podobnou hĺbkou pokrytia. Detekcia CNV prebieha na základe
t-testu, kedy pokrytie segmentu je značne odlišné od globálneho pokrytia. Okrem unikátne
namapovaných readov uvažuje aj náhodne ready, ktoré sa nenamapvali jednoznačne. Šum
spôsobený obsahom GC je opravený rovnako ako v prípade RDXploreru.
CNVeM [61] je jediným read depth nástrojom používajúcim soft clustering. Genóm je
rozdelený na okná o veľkosti 300 bp a počiatočný odhad počtu kópií je založený na algo-
ritme Expectation Maximization. Následne sú vyhodnotené všetky možné mapovania readu
pre výpočet posteriórnej pravdepodobnosti každého mapovania, na základe ktorej priradí
ready k jednotlivým oknám. Algoritmus predikuje počet kópií pre každú pozíciu. CNV nie
sú klasifikované ako zisk a strata, ale zmena počtu kópií v každej báze je zistená na zá-
klade priradených readov. Následne sú CNV zistené z týchto zmien. Oproti predošlému
algoritmu autori uvádzajú vyššiu presnosť detekcie CNV a takisto dokáže rozoznať deléciu
od duplikácie.
Metódy používajúce kontrolovací genóm
Oproti metódam používajúcim samostatný genóm nie sú príliš zaťažené skreslenosťou GC
obsahu zo sekvenovania. Tieto skreslenia môžu byť ľahko odstránené, keďže je študovaný
genóm podobný s kontrolovacím. Hlavným cieľom je nájsť regióny, ktorých hĺbka pokrytia
je značne menšia alebo väčšia oproti regiónom v kontrolovacom genóme. Tieto regióny
sú označené ako potenciálne CNV. Bežným prípadom je rozdelenie genómu na malé okná
s fixnou veľkosťou. Práve zvolenie veľkosti okna je hlavnou podstatou tejto metódy, pretože
príliš veľké okno zhorší rozlíšenie a naopak príliš malé nemá dostatočnú silu na detekciu
malých CNV. Stratégia môže byť využitá pre identifikáciu variácií spôsobujúcich ochorenia,
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ako je napríklad rakovina. Nevýhodou je zdvojnásobenie ceny sekvenovania pre nutnosť
získania sekvencií až dvoch genómov. Obrázok 5.6 zobrazuje detekciu delécie a duplikácie.
a)                                                      b)
Obrázok 5.6: Detekcia štruktúrnych variácií pomocou hĺbky pokrytia s využitím kontrolova-
cieho genómu (horné ready pochádzajú z kontrolovacieho genómu, spodné zo študovaného):
a) Delécia: menšia hĺbka pokrytia oproti kontrolovaciemu genómu. b) Duplikácia: väčšia
hĺbka pokrytia oproti kontrolovaciemu genómu.
Prvým algoritmom je adaptovaný CBS algoritmus [17], ktorý originálne používal array-
CGH dáta. Veľkosť okna nie je uniformná a vyžaduje 425 readov, čo umožňuje zvýšenie
rozlíšenia pri zvýšení hĺbky pokrytia. CBS segmentuje genóm a testuje, či sa hĺbka pokrytia
v jednotlivých častiach značne nelíši od priemernej hodnoty v segmente. Segmentovanie
prebieha rekurzívne a je zastavené, keď nebola nájdená žiadna zmena.
Podobne ako CNVator aj BICseq [63] používa MSB pre identifikáciu CNV, avšak s tým
rozdielom, že používa kontrolovací genóm. Veľkosť okna, spájanie okien a identifikovanie
CNV je podobné ako v CNVatore, ale BICseq používa bayesovské informačné kritérium
(Bayesian Information Criterion) ako kritérium pre spájanie okien a ukončenie. Vďaka
tomuto kritériu nie je prítomný žiaden šum pri uvažovaní Poissonovho rozloženia readov,
čo zvyšuje spoľahlivosť readov. Takisto je vďaka kontrolovaciemu genómu opravený šum
spôsobený obsahom GC.
Algoritmus CNV-seq [65] počíta najlepšiu veľkosť okna pomocou požadovanej významnej
úrovne, prahového koeficientu počtu kópií a pokrytia dát. Algoritmus modeluje počet krát-
kych readov v genómovom okne na základe Poissonovho rozloženia. Po identifikácii veľkosti
okna sa identifikujú okna, v ktorých pomer počtu kópií sa značne líši od 1. Ide o výpočtovo
rýchly algoritmus, ktorý prechádza genómom lineárne pomocou posuvného okna. Pomocou
t-štatistiky je vypočítaná pravdepodobnosť výskytu CNV na základe hypotézy tvrdiacej,
že CNV sa nevyskytuje v danom okne. Táto hypotéza je vyvrátená, ak vypočítaná pravde-
podobnosť presiahne užívateľom definovaný prah.
Ďalšou stratégiou používajúcou CBS prístup je Segseq [19]. Takisto ako v predošlom
prístupe, aj v tomto sú použité posuvné okná, avšak s premennou veľkosťou, podľa uží-
vateľom definovanej hodnoty požadovaného počtu readov v okne. Hranice identifikuje po-
rovnaním pomeru počtu kópií s pomermi v susediacich oknách. Veľká zmena značí hranicu
CNV. Následne sú všetky okná s rovnakým pomerom spojené, aby identifikovali CNV.
Podobným algoritmom je rSW-seq [34], ktorý oproti predošlému okamžite identifikuje
CNV regióny pozorovaním zmien v pomeroch, ktoré ohraničujú CNV. Ready z oboch vzo-
riek sú zoradené podľa ich namapovanej pozície a následne sa medzi oboma vzorkami odčíta
hĺbka pokrytia. Lokálne pozitívne resp. negatívne súčty identifikujú zisk resp. stratu CNV.
Nulové súčty sú ignorované a ostatné regióny sú označené za potencionálne CNV. Týmto
prístupom je možné získať veľmi intuitívny pohľad o tom, kde sa nachádzajú CNV a je tiež
možné identifikovať CNV v rámci iných CNV. Algoritmus nevyžaduje špecifikáciu genómo-
vého okna a je závislý na hĺbke pokrytia. Ide zjavne o značne limitovaný prístup, keďže
CNV menšie ako 10 bp neboli nájdené.
Posledným diskutovaným nástrojom používajúcim kontrolovací genóm je CNAseq [33].
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Používa regresnú normalizáciu LOWESS pre obsah GC a diskrétnu vlnkovú transformáciu
(Discrete Wavelet transform) pre vyhladenie regiónov s malým pokrytím. Toto je dôležité
kvôli využitiu skrytého Markovho modelu (Hidden Markov Model) pre segmentovanie okien
na základe hĺbky pokrytia. Ďalší algoritmus používa χ-kvadrát pre spojenie segmentov s po-
dobným pomerom počtu kópií. Stav počtu kópií je odhadnutý porovnaním logaritmického
pomeru hĺbky pokrytia. Takto sú získané segmenty susediacich okien s podobnou hĺbkou
pokrytia, ktoré sú označené za CNV. Oproti CNV-seq ide o špecifickejší nástroj s menším
množstvom falošných detekcií.
Zhrnutie metód
Keďže sa hĺbka pokrytia líši v celom genóme, modely ako bayesovské informačné kritérium
lepšie aproximujú distribúciu readov v genóme. I keď sú všetky opísané nástroje schopné
detegovať rozdiely v počte kópií v rámci genómu alebo viacerých genómov, skutočný počet
kópií nie je vždy automaticky odhaliteľný. Nedávno publikovaná recenzia [46] odhalila, že
nástroje založené na EWT poskytujú najlepšie výsledky v zmysle citlivosti a špecifickosti.
Nástroje založené na MSB a CBS lepšie detegujú CNV s väčším počtom okien (50–100)
a horšie s menším počtom okien (5–10). CNAseq pracuje lepšie na väčšej hĺbke pokrytia,
s menšou dáva horšie výsledky. CNV-seq má celkovo slabšiu schopnosť detekcie. Pri využití
väčšieho pokrytia dát metódy založené na EWT detegujú CNV o veľkosti 500 bp a metódy
založené na CBS alebo MSB o veľkosti 2–5 kb. Veľké rozdiely medzi nástrojmi môžu vyplývať
z použitých dát.
5.3 Metóda split read
Poznatky k tejto téme sú čerpané z [29, 56]. Metóda využíva párové ready, z ktorých
sa jeden podarilo jednoznačne namapovať, zatiaľčo druhý sa buď nepodarilo namapovať,
alebo sa jeho časti namapovali rôzne, napríklad i s opačnou orientáciou. Poloha readu,
ktorý sa nepodarilo namapovať môže obsahovať hranicu CNV. Práve namapovaný read je
použitý ako ukotvenie v genóme, ktoré zužuje priestor vyhľadávania zarovnania rozdeleného
nenamapovaného readu. Je však možné použiť i samostatné ready. Výhodou týchto metód
je možné určenie presnej lokalizácie hranice štruktúrnych variácií. Väčšina implementácií
používajúcich túto metódu sa spolieha na špecifické stratégie zarovnania pre identifikáciu
týchto hraníc. Detekcie jednotlivých variácií sú zobrazené a popísané na 5.7.
Inzercia väčšia ako veľkosť readu môže byť detegovaná, ako zobrazuje obrázok 5.8. Tak
ako aj pri read pair metóde, aj v tomto prípade sa môže variácii priradiť nesprávny typ.
Napríklad ako je vidieť na obrázku 5.7, rozptýlená duplikácia môže byť ľahko zameniteľná
s translokáciou a naopak. V prípade absencie readu, ktorý by sa namapoval na pôvodný
zduplikovaný segment, bude variácia označená chybne za translokáciu.
Implementácie
Pindel [66] používa algoritmus nárastu vzoru spoločne s ukotvením namapovaného readu
pre identifikovanie hraníc inzercie a delécie. Nenamapovaný read sa snaží namapovať podľa
ukotveného readu, jeho orientácie a užívateľom definovanej maximálnej veľkosti delécie. Pri-
tom sa algoritmus nárastu vzoru snaží nájsť minimálny a maximálny jedinečný podreťazec
pre namapovanie oboch strán readu. Následne je read rozdelený na dva resp. tri fragmenty,
čo značí deléciu resp. inzerciu. Pričom stredný fragment pri inzercii značí práve vložený
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a)                                                      b)
c)                                                       d) 
e)                                                       f)
Obrázok 5.7: Detekcia rôznych genómových variácií pomocou metódy split read (zelené
zvislé čiary značia hranicu variácie): a) Delécia: read je rozdelený na dve časti, ktoré sú
namapované s medzerou. b) Inzercia: prostredná časť readu sa nenamapovala a krajné
sú namapované vedľa seba. Ak vložená sekvencia predstavuje anotovaný transpozón, ide
o MEI variáciu. c) Inverzia: jedna časť readu je namapovaná s opačnou orientáciou. d)
Translokácia: časti readu sú vzájomne prehodené. Môže ísť aj o MEI variáciu. e) Roz-
ptýlená duplikácia: podobne ako pri translokácii, avšak na oblasť, kde sa namapovala
časť readu, sa môžu namapovať aj ready z inej časti genómu. f) Tandemová duplikácia:
časti readu sa vzájomne prehodia a sú namapované bez medzery medzi sebou.
Obrázok 5.8: Detekcia inzercie väčšej ako veľkosť readu
reťazec. Algoritmus vyžaduje aspoň dva ready pre minimálnu podporu, ktoré identifikujú
rovnakú variáciu. Detekcia hraníc je vykonaná s presnosťou na jednu bázu. Dokonca i hra-
nice delécie o veľkosti 10 kb sú detegované. V opakujúcich sa regiónoch je citlivosť stále
nedostačujúca. Zvýšená by mohla byť povolením chýb v mapovaní ukotvujúceho readu.
Vďaka ukotvujúcemu readu a zúženému priestoru je značne zvýšená pravdepodobnosť na-
mapovania rozdeleného readu. Toto mapovanie je možné pre NGS platformy. Avšak je nutné
podotknúť, že vyhľadávajúci priestor môže byť značne ovplyvnení deléciami a inzerciami
medzi readmi. Skombinovaním tohoto prístupu s informáciou o namapovanej vzdialenosti
susediacich párových readov môže tento nedostatok vyriešiť i keď len čiastočne.
Ďalšia implementácia AGE (Alignment with Gap Excision - zarovnanie s odstránením
medzery) [14] používa striktné zarovnanie pre namapovanie rozdelených readov. Podobne
ako Smith-Watermannov algoritmus i AGE zároveň zarovnáva 5’ i 3’ koniec dvoch sekven-
cií, ktoré sú v približnej blízkosti štruktúrnej variácie. Konečné zarovnanie ja dané spät-
ným sledovaním maximálnej pozície v matici. Nezarovnaný región medzi oboma koncami
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predstavuje štruktúrnu variáciu. Podobne ako v predošlom prístupe, aj tento je schopný
detegovať hranice variácií s presnosťou na jednu bázu. Nevýhodou je, že algoritmus ako
vstup vyžaduje externú identifikáciu regiónu, v ktorom sa štruktúrna variácia nachádza
spoločne s oboma sekvenciami v jej blízkosti. Obe sekvencie musia byť dostatočne unikátne
pre presné zarovnanie. Znamená to, že región musí byť dostatočne malý alebo obe sekvencie
dostatočne veľké. Typ variácie je zistený dodatočným spracovaním výsledkov, čo je súčas-
nými NGS platformami obtiažne. Kvôli spomenutým nedostatkom je algoritmus vhodný
skôr iba ako súčasť zreťazeného spracovania.
ClipCrop [55] pre detekciu štruktúrnych variácií používa čiastočne nenamapované frag-
menty v namapovanom reade s minimálnou dĺžkou 10 bp. Tieto fragmenty sa nazývajú
soft-clipped ready. Následne sú tieto fragmenty namapované maximálne 1000 bp z oboch
strán od namapovanej časti. Sekvencie namapované viac dopredu značia deléciu, inverzne
namapované značia inverziu a namapované pred namapovanú časť značia tandemovú du-
plikáciu. Inzercia je detegovaná ako klaster nenamapovaných readov z oboch strán. Nena-
mapované ready sú použité pre rozlíšenie medzi inzerciou a translokáciou. Pri inzercii sa
ready nepodarí na referenčný genóm namapovať. Ak ready detegujú rovnakú variáciu, sú
zoskupené do klastrov pre zvýšenie spoľahlivosti. ClipCrop deteguje veľkú škálu variácií a
nie je limitovaný vyhľadávacím priestorom ako Pindel. Oproti CNVatoru, BreakDanceru a
Pindelu deteguje efektívnejšie krátke duplikácie (<170 bp). Avšak detekcia väčších variácií
je horšia oproti týmto algoritmom.
Nástroj SRiC [68] najskôr namapuje ready k referenčnému genómu štandardným spô-
sobom. Pre detegovanie štruktúrnych variácií sa každému možnému namapovaniu priradí
skóre, ktoré berie do úvahy chyby sekvenovania i zarovnania. Kľúčom metódy je porovnanie
detegovaných variácií voči syntetickým dátam vygenerovaným simuláciou z NGS sekvená-
torov. Toto umožňuje spočítať spoľahlivosť a pozitívnu detekciu nad rôznymi scenármi a
triedami variácií. Pre porovnanie boli použité reprezentatívne dáta z 1000 Genomes Project.
Následné spojenie získaných detekcií na prvom chromozóme spoločne s detekciami získa-
nými zo simulácie umožnilo autorom skonštruovať relatívne bezchybný odhad celkového
počtu rôzne veľkých variácií v ľudskom genóme. Ako výsledok uvádzajú približne 670000
indelov a štruktúrnych variácií. V porovnaní s inými metódami založenými na read pair a
read depth, SRiC dokáže odhaliť presnú lokalizáciu hraníc variácií, odhaliť presnú sekvenciu
inzercie a kompletnú škálu delécií. Takisto s príchodom sekvenovania tretej generácie, ktorá
bude produkovať ready s väčšou dĺžkou, autori očakávajú, že ich metóda sa stane ešte viac
užitočnejšou.
Nedávno publikovaný článok zaoberajúci sa algoritmom SplazerS [24] predstavuje prístup,
kde mapovanie prefixu a sufixu rozdeleného readu môže byť prerušené dlhšou medzerou.
Článok uvádza presnú detekciu stredne veľkých inzercií a veľkých delécií s presnou lokalizá-
ciou hraníc variácií. SplazerS oproti ostatným algoritmom využívajúcim split read mapova-
nie výrazne zvyšuje citlivosť detekcie veľkých indelov. Metóda je robustná a zvládne i chyby
v sekvenovaní spoločne s chybami v zarovnaní spôsobené variáciami. Takisto umožňuje pou-
žitie readov s variabilnou dĺžkou a použitie jak párových, tak samostatných readov.
5.4 Metóda sequence assembly
Informácie sú čerpané z [29, 56]. Táto metóda oproti trom vyššie spomenutým nevyža-
duje zarovnanie readov k referenčnému genómu, ale naopak snaží sa zostaviť genóm kúsok
po kúsku, čo je známe ako de novo zostavovanie. Môžu byť použité samostatné i párové
ready. Metóda dokáže odhaliť nové nereferenčné inzercie. Najvhodnejšie použitie je pre me-
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nšie genómy, napríklad pre genóm baktérie. Pre zostavenie ľudského genómu sa používa
menej, pretože zostavenie krátkych readov do sekvencie v opakujúcich sa regiónoch je ná-
ročné. Preto niektoré algoritmy stále používajú referenčný genóm ako pomôcku v týchto
regiónoch, čo sa nazýva porovnávacie zostavovanie (comparative assembly). Väčšina im-
plementácií rozširuje metódu [52], používajúcu de Brujinove grafy. Zostavovanie môže byť
lokálne a globálne. Lokálne umožňuje rekonštrukciu lokusu s možnými variáciami. Globálne
zarovnanie poskytuje komplexnejšiu detekciu štruktúrnych variácií. Genóm je následne za-
rovnaný k referenčnému genómu pre detekciu štruktúrnych variácií, ako je zobrazené na
5.9.
Zostavenie genómu
Zostavenie genómu predstavuje obrovskú výzvu, ktorú komplikujú ešte viac problémy ako
opakujúce sa sekvencie, heterozygota a chyby v readoch, či krátke ready. Keďže zostavo-
vače naimplementované pre Sangerove dáta sú nevhodné pre dáta z NGS, muselo vzniknúť
niekoľko nových metód pracujúcich práve s týmito dátami. Tieto zostavovače môžu byť roz-
delené do štyroch kategórií, ktoré sú postupne opísané v nasledujúcich častiach podkapitoly.
Greedy algoritmus
Metóda je použitá vo väčšine prvotných zostavovačov. Princíp je v rozširovaní počiatočnej
sekvencie, dokedy sa nezvyšuje skóre prekrytia. Problém je v produkovaní falošných de-
tekcií najmä s krátkymi readmi. Dve identické prekrývajúce sa sekvencie v genóme môžu
produkovať nesúvisiace sekvencie, čo vo výsledku spôsobuje chimérizmus1. Algoritmus nie
je používaný pre dáta z NGS, ale iba výnimočne s kombináciou so Sangerovými dátami.
Nástroje: SSAKE, SHARCGS, VCAKE.
Overlap/Layout/Consensus
Pozostáva z troch krokov [47]:
1. Overlap — hľadanie prekryvov v párových readoch s ohodnoteným Phred kvalitou.
Výstupom sú ready s najväčším prekrytím. Najčastejšie sa používa dynamické pro-
gramovanie, kvôli nutnému uvažovaniu chýb (1–3 %).
2. Layout — spájanie fragmentov do contigov (30 kb) a supercontigov. Celý proces spo-
maľujú opakujúce sa sekvencie. V prvej fáze sa skryjú opakujúce sekvencie a algo-
ritmus sa sústreďuje len na unikátne úseky, contigy. Druhá fáza spája contigy do
supercontigov a z fragmentov, ktoré tvoria opakovanie, sa doplnia medzere.
3. Consensus — výsledné supercontigy sa navzájom zarovnajú a dôjde k oprave chýb.
Metóda je rozsiahlo používaná pre Sangerove dáta, avšak vznikli i implementácie, ktoré
používajú NGS dáta. Nástroje: Newbler (454 Life Sciences), Celera Assembler (Sangerove
dáta), CABOG (upravený Celera Assembler pre NGS dáta), Edena a Shorty (krátke ready
zo Solexa a SOLiD).
1stav, kedy sa v jednom tele vyskytujú dve bunkové populácie, každá od iného druhu
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De Brujinove grafy
Zostavenie grafu z reťazcov kratších ako read, ktoré predstavujú uzly grafu. Tieto reťazce sa
nazývajú k-mery. Uzly sú spojené hranami podľa toho, či pochádzajú z rovnakého readu.
Ideálne sa v grafe nachádza jedna cesta tvoriaca výsledný genóm. Avšak opakujúce sa
sekvencie túto ideu vyvracajú a metóda je na ne s chybami zo sekvenovania citlivejšia
oproti predošlej metóde. Keďže k-mery neobsahujú kompletnú informáciu z readov, niektoré
zostavovače stále používajú túto informáciu, avšak za cenu potreby väčšej výpočtovej sily.
Veľký dopad na výsledok má samotná veľkosť k-merov. Nástroje: Euler (prvý), Velvet a
ALLPATHS (možnosť použiť párové ready a sú schopné zostaviť celý genóm baktérie),
ABySS (prvý použitý na zostavenie ľudského genómu z krátkych readov), SOAPdenovo
(tiež je schopný zostaviť ľudský genóm).
Reťazové grafy
Podobne ako v predchádzajúcom prístupe, aj tu je skonštruovaný graf, avšak v tomto
prípade je možné miesto k-merov použiť celé ready. Táto možnosť je dosiahnutá kompre-
siou jednotlivých readov a prekryvov. Vďaka kompresii sa zvyšuje efektivita výpočtu. Aj
v tomto prípade sú uzly spojené s inými uzlami, s ktorými tvoria prekrytie. Avšak hrany sú
reprezentované neprekrývajúcou sa sekvenciou k-merov. Nástroje: String Graph Assembler
(schopný zostaviť kompletný ľudský genóm s použitím jedného stroja a takisto je schopný
opraviť jednobázové chyby).
Detekcia variácií
Detekcia variácií zo zostavených dát je študovaná podstatne menej ako samotné zostavo-
vanie. Veľký podiel na tom majú náklady a problémy spôsobené samotným zostavovaním.
Ideálne by šlo zarovnať zostavený genóm k referenčnému a odchýlky by značili jednotlivé va-
riácie, ako je zobrazené na 5.9. Avšak súčasné zostavovače môžu byť použité pre zostavenie
určitej časti genómu a v nej sú následne nájdené jednotlivé štruktúrne variácie.
Nástroj AGE, ktorý bol diskutovaný v split read metóde, je schopný zarovnať veľké
contigy dokonca i s viacerými variáciami. A tak potenciálne môže identifikovať variácie i
v contigoch zostavených de novo.
LASTZ [28], založený na BLASTZ, je špeciálne optimalizovaný pre zarovnanie komplet-
ných genómov. Bol použitý pre detegovanie variácií v dvoch zostavených ľudských genómoch
a výsledkom bolo detegovanie 130000 štruktúrnych variácií rôzneho typu v oboch genómoch.
Metódy identifikácie konkrétnych variácií neboli uvedené.
Špeciálne pre detekciu inzercií bol navrhnutý algoritmus NovelSeq [26] a môže byť pou-
žitý ako súčasť zreťazeného spracovania. Pomocou mrFAST sa všetky párové ready nama-
pujú k referenčnému genómu. Namapovanie readov mohlo dopadnúť troma rôznymi spô-
sobmi: read sa podarilo namapovať celý, namapoval sa iba jeden read (OEA), ani jeden
read sa nenamapoval (sirôtka). Posledné dve kategórie sú podľa hypotézy zapríčinené práve
inzerciami. Pomocou EULER-USR a ABySS sú sirôtky zostavené do contigov a OEA ready
sú spojené do klastrov. Následne sú z OEA readov zostavené väčšie contigy, ktoré sa prekrý-
vajú s contigami vytvorenými zo sirôtok. Všetky hranice inzercií nemusia byť identifikované
presne alebo s rozlíšením na jednu bázu, čo je spôsobené nejednoznačným zarovnaním OEA
contigov. I tak môže NovelSeq poskytnúť informácie, ktoré zúžia vyhľadávací priestor hraníc
pre overenie spoľahlivosti inými metódami.
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a)                                                      b)
c)                                                       d) 
e)                                                       f)
Obrázok 5.9: Detekcia rôznych genómových variácií pomocou metódy sequence assembly
(zelené zvislé čiary značia hranicu variácie, horný genóm predstavuje referenčný, spodný
zas zostavený): a) Delécia: v zostavenom genóme chýba určitá sekvencia. b) Inzercia:
v zostavenom genóme pribudla nová sekvencia. Ak nová sekvencia predstavuje anotovaný
transpozón, ide o MEI variáciu. c) Inverzia: časť sekvencie v zostavenom genóme má opa-
čnú orientáciu. d) Translokácia: časť sekvencie je posunutá oproti referenčnému genómu.
Môže ísť aj o MEI variáciu. e) Rozptýlená duplikácia: sekvencia v referenčnom genóme
sa objavuje v zostavenom viackrát. f) Tandemová duplikácia: sekvencia v referenčnom
genóme sa v zostavenom objavuje viackrát, avšak bez medzery medzi týmito duplikáciami.
Nový spôsob detekcie štruktúrnych variácií prináša Cortex [32], ktorý používa farebné
de Bruijnove grafy. Tento graf zobrazuje viaceré vzorky naraz. Uzly a hrany sú sfarbené
podľa toho, z akej vzorky pochádzajú. Tieto sekvencie môžu byť rôzne genómy, referenčné
sekvencie, známe variácie alebo ich kombinácia. Ak sa niektoré sekvencie líšia, vyskytnú sa
v jednej sekvencie bubliny. Rôzny typ bubliny značí rôzny typ variácie. Najjednoduchšia
bublina značiaca SNP môže byť detegovaná algoritmom Bubble-Calling. Path-Divergence
algoritmus zas odhaľuje inzercie a delécie. Teoreticky môžu byť detegované i iné typy variá-
cií, ktoré sú komplexnejšie. Identifikácia je zatiaľ možná len v neopakujúcich sa regiónoch.
Boli odhalené i komplexnejšie variácie, avšak neboli ďalej klasifikované. Cortex môže takisto
identifikovať variácie v rámci populácie. Využitím read pair informácií môžu byť zostavo-
vače ďalej vylepšené. Spoľahlivosť metódy nebola zatiaľ dôkladne preskúmaná.
Zhrnutie
I keď zostavenie kompletného ľudského genómu pomocou krátkych readov je v súčasnej
dobe možné, stále ostáva vyriešiť niekoľko obmedzení. Bolo zistené, že zostavené genómy
sú značne menšie oproti referenčnému genómu a veľké sekvencie opakujúcich (420,2 Mb) sa
a duplikovaných (99,1 % z duplikovaných sekvencií v referenčnom genóme) regiónov chýba
v zostavených genómoch z NGS dát. Tieto nevýhody môžu byť odstránené príchodom sek-
venátorov tretej generácie. I keď niektoré zostavovače používajú informácie z referenčného
genómu, tak práve tieto informácie môžu zaviesť do zostaveného genómu šum a problémy
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v opakujúcich sa a duplikovaných regiónov a tým pádom ostávajú problémy kvôli zarovna-
niu v týchto regiónoch.
5.5 Kombinácie
Nedostatky a nevýhody všetkých štyroch metód majú za následok vznik nových, ktoré
práve tie predošlé kombinujú. Kombinácia výhod poskytujúcich týmito metódami umožňuje
zväčšiť citlivosť a spoľahlivosť detekcie. Okrem detegovania variácií, ktoré sú odhalené i
klasickými prístupmi, môžu byť detegované i doteraz skryté variácie.
Kombináciou read pair a read depth vznikol nástroj STRiP [27], ktorý deteguje štruk-
túrne variácie v populáciách. Ďalej pomocou zostavenej sekvencie nenamapovaných readov
z inej štúdie identifikuje hranice variácií. Nástroj bol navrhnutý najmä pre odstránenie
falošných detekcií v populáciách v 1000 Genomes Project. Metódou read pair sa detegujú
nesúhlasné ready, ktoré sú potom spojené do klastrov. Pomocou heterogenity sú odstránené
možné falošné výskyty. Variácie s vysokou pravdepodobnosťou, i keď len v jednom jedin-
covi, sú ponechané. Falošné detekcie sú takisto odfiltrované pomocou metódy read depth.
Napríklad detegovaná delécia metódou read pair, musí byť podporená slabou hĺbkou po-
krytia. Detekcia hraníc s rozlíšením na jednu bázu môže byť možná zostavením sekvencie
z nenamapovaných readov. V porovnaní s ostatnými metódami, produkuje menej falošných
detekcií a takisto deteguje väčšie množstvo delécií. Detekcia zriedkavých alel vyžaduje vyš-
šie priemerné pokrytie (8×, priemer je 4×). Avšak Pindel je v detekcii delécií menších ako
300 bp efektívnejší. Metóda je schopná detegovať len delécie vo veľkých populáciách. Na
detekcii ďalších variácií sa v súčasnosti pracuje.
CNVer [49] takisto kombinuje metódu read pair s metódou read depth. Metóda pou-
žíva soft clustering, čiže sú uvažované všetky mapovania každého readu. Read pair najskôr
identifikuje regióny v ktorých sa genóm líši od referenčného. Následne bez poznatkov z pred-
chádzajúceho kroku sú identifikované regióny vykazujúce zisk alebo stratu metódou read
depth. Zo získaných dát sú tradičným spôsobom detegované variácie. Má viacero výhod
oproti klasickým prístupom založeným len na read pair alebo read depth. Je možné detego-
vať inzercie väčšie ako vzdialenosť medzi readmi. Lokalizácia delécie detegovanej metódou
read depth môže byť zistená pomocou read pair. Avšak lokalizácie iných variácií nie je
možné presne určiť. Oproti klasickým samostatným metódam vykazuje menšiu citlivosť na
šum a falošnú detekciu, avšak množstvo variácií detegovaných samostatnými metódami nie
je možné detegovať pomocou CNVeru.
inGAP-sv [53] má oproti ostatným implementáciám veľkú výhodu v poskytovaní vi-
zualizácie. Tak ako predchádzajúci prístup kombinuje read pair a read depth. Po zarov-
naní readov k referenčnému genómu dôjde k identifikácii miest s poklesom hĺbky pokrytia.
V týchto miestach sú detegované štruktúrne variácie a ich klasifikácia. Nájdené variácie sú
vyhodnotené pomocou kvality mapovania a hĺbky pokrytia. Je schopný detegovať množstvo
variácií vrátane veľkých inzercií a delécií, translokácií a tandemových duplikácií. Takisto je
možné zistiť zygozitu, keďže regióny s homozygotnými variáciami majú očakávanú nulovú
hĺbku pokrytia a naopak pri heterozygotných je očakávaná hĺbka pokrytia polovičná. V po-
rovnaní detekcie delécie vykazuje metóda väčšiu citlivosť oproti iným nástrojom vrátane
BreakDanceru a VariationHunteru. Komplexnejšie porovnanie detekcie iných variácií ne-
bolo vykonané.
CREST [59] podobne ako ClipCrop pracuje s čiastočne nenamapovanými fragmentmi
z namapovaného readu, nazývanými soft-clipped ready. Prístup používa metódu split read
s metódou sequence assembly. Oproti ClipCropu však pracuje s kontrolovacím genómom.
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Najskôr sa vyfiltrujú všetky soft-clipped ready vyskytujúce sa v kontrolovacom genóme.
Všetky soft-clipped ready namapované na rovnakú lokáciu sú zostavené do contigov. Contigy
sú následne znova namapované pomocou BLASTu na genóm pre identifikovanie hraníc.
Ready v okolí týchto hraníc sú takisto zostavené do contigov. Podľa týchto informácií je
detegovaná variácia. Typ variácie môže byť rozpoznaný podobnou metódou, akú používa
ClipCrop. Algoritmus je schopný detegovať všetky variácie až na tandemovú duplikáciu.
Je navrhnutý pre detegovanie väčších variácií oproti iným split read metódam. CREST je
citlivejší i špecifickejší oproti BreakDanceru a Pindelu. Tieto výsledky môžu mať za následok
používané dáta, keďže je CREST navrhnutý pre detekciu somatických variácií oproti iným
nástrojom.
SVMerge [62] integruje viacero metód do jedného zreťazeného spracovania. BreakDan-
cerMax deteguje pomocou read pair delécie, inzercie, inverzie a translokácie. Pindel deteguje
inzercie v rozsahu 1–20 bp a delécie menšie ako 1 Mb. RDXplorer určuje zygozitu variá-
cií a deteguje CNV podľa hĺbky pokrytia. Špeciálne implementované pre detekciu inzercií
v tomto spracovaní boli nástroje SECluster a RetroSeq. SECluster deteguje veľké inzercie
pomocou OEA readov spojených do klastrov podobne ako NovelSeq. RetroSeq je zame-
raný na párové ready, z ktorých sa jeden read namapuje na referenčný genóm a druhý na
známy mobilný element nachádzajúci sa v databáze Repbase. Všetky detekcie sú následne
zvalidované pomocou zostavených contigov z readov v okolí predikovaných hraníc variácií.
Pre validáciu heterozygotnej variácie je použitá hĺbka pokrytia. Toto zreťazenie znižuje fa-
lošné detekcie oproti všetkým nástrojom použitým samostatne a predstavuje dôležité kroky
validovania výsledkov z rôznych nástrojov. Avšak môžu byť spojené rôzne variácie kvôli
malému požiadavku na 50 % prekrytie. Ide o modulárny nástroj a jednotlivé časti môžu byť
upravené, či vymenené podľa potreby.
5.6 Zhrnutie
Read pair metódy detegujú zo všetkých metód najširšiu škálu typov a veľkosti štruktúrnych
variácií. Avšak na druhú stranu sú limitované v detekcii väčších inzercií, ako vzdialenosť
medzi readmi. Taktiež vzdialenosť medzi readmi sa môže líšiť, čo zhoršuje rozlíšenie. Novšie
metódy kombinujú prístupy klastrovacích a distribučných metód pre odstránenie nedostat-
kov. Read depth metódy efektívne detegujú CNV a dokážu zistiť lokálny počet kópií. Avšak
nie sú schopné určiť lokalizáciu detegovaných CNV. Väčšina týchto metód odstraňuje rôzne
šumy a mapuje ready pomocou rozšírených štatistických modelov pre zvýšenie presnosti
a rozlíšenia. Split read metódy sú veľmi vhodné pre detekciu hraníc variácií a dokážu to
s presnosťou na jednu bázu. Kvôli nejednoznačnému zarovnaniu krátkych readov sú v súčas-
nosti efektívne len v unikátnych regiónoch genómu. Väčšie a komplexnejšie variácie môžu
byť detegované s použitím väčšej dĺžky readov. De novo zostavovanie genómu sa z technic-
kých príčin sústreďuje len na neopakujúce sa regióny. Sú schopné detegovať len limitované
množstvo štruktúrnych variácií.
Kvôli limitáciám spôsobeným NGS je odhadom stále 50 % variácií nedetegovaných.
Krátke ready a veľké chyby vo väčších readoch limitujú súčasné metódy v detekcii va-
riácií v opakujúcich sa a duplikovaných regiónoch. Kombinácia predošlých metód sa zdá
byť veľmi sľubnou a týmto smerom sa uberajú viacerí výskumníci.
34
Kapitola 6
Návrh vlastného nástroja
Nástroj sa ako pravdepodobne prvý snaží kombinovať metódu read pair s metódou split
read a okrem toho bude využívať aj informáciu o hĺbke pokrytia. Táto kombinácia nebola
zatiaľ pravdepodobne implementovaná z dôvodu, že split read metódy sa snažia o vlastné
špecializované zarovnanie nenamapovaných častí. Postupne budú predstavené jednotlivé
časti dátového toku zobrazeného na 6.3, ktoré budú následne implementované a opísané
v nasledujúcej kapitole venujúcej sa samotnej implementácii.
6.1 Vstup
Nástroj bude určený pre vyhľadávanie unikátnych variácií v jedincovi. Vstupom nástroja
budú namapované ready na referenčný genóm uložené v BAM súbore a takisto bude
vstupom samotný referenčný genóm vo FASTA súbore. Okrem vstupných súborov bude
nutné zadať, aká politika bola použitá pri sekvenovaní párových readov, resp. z ktorého
vlákna je získaný daný read. Možnosti: priame/reverzné a reverzné/priame.
6.2 Pracovanie s readmi
Nástroj bude vyžadovať párové ready, ktoré budú použité podľa namapovania na referenčný
genóm. Okrem toho bude použitá aj hĺbka pokrytia pre podporu nájdených variácií, ktorá
môže použiť jak samostatný, tak párový read. Pred návrhom práce s jednotlivými readmi je
nutné opísať proces predspracovania jednotlivých readov. Tabuľka 6.1 zobrazuje príznaky,
ktoré môže mať každý read.
Ready s príznakom v bite 10 budú okamžite vyfiltrované a nebudú použité v žiadnej
ďalšej analýze. Piaty stĺpec v SAM formáte uvádza kvalitu readu. Všetky ready s nižšou
kvalitou ako 30 (presnosť 99,9 %), ale nie rovnou 0, budú takisto vypustené z detekcie.
Ready s kvalitou 0 nebudú vypustené z analýzy, pretože ide o ready, v ktorých sa druhý
pár nepodarilo namapovať alebo daný read má viacero možných zarovnaní k referenčnému
genómu. Keďže príznak v bite 9 uvádzajúci, či read prešiel kvalitou kontroly, nie je zatiaľ
moc používaný, bude ignorovaný. Ak je nastavený príznak v 1 bite, znamená to, že ready
boli namapované v správnej orientácii i vzdialenosti, avšak napr. program Bowtie 2 môže
tento bit nastaviť i v prípade, že sa ready prekrývajú [38]. Pretože i ostatné programy môžu
tento bit interpretovať rôzne, nebude na tento bit braný žiaden ohľad a správna orientácia
i vzdialenosť readov bude zistená manuálne. Príznaky na 6 a 7 bite hovoriace o tom, ktorý
read bol nasekvenovaný ako prvý a ktorý ako druhý, nebudú uvažované v prípade hľadania
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Bit Popis
0 párový read
1 párové ready sú namapované správne
2 read je nenamapovaný
3 druhý párový read je nenamapovaný
4 read je na reverznom vlákne
5 druhý párový read je na reverznom vlákne
6 prvý v páre
7 druhý v páre
8 sekundárne zarovnanie
9 read neprešiel kontrolou kvality
10 PCR alebo optická duplikácia
Tabuľka 6.1: Možné príznaky jednotlivých readov
zlej orientácie readov, či ich prehodenia. O tom vypovedajú príznaky 4 a 5, ktoré určujú,
či bol read reverzne komplementovaný, alebo nie.
Okrem príznakov je možné niektoré variácie (SNP a indely) získať z reťazca CIGAR,
ktorý je reprezentovaný regulárnym výrazom *|([0-9]+[MIDNSHPX=])+. Symbol * značí,
že tento reťazec nie je k dispozícii. Reťazec je reprezentovaný číslom udávajúcim počet báz,
ktoré sú obsiahnuté v operácii nasledujúcej za týmto číslom. Toto sa opakuje konečný počet
krát, resp. dokedy nie sú obsiahnuté všetky bázy v reade. Všetky operácie s ich indexom
v BAM súbore a popisom zobrazuje tabuľka 6.2.
Operácia Index Popis
M 0 zhoda alebo nezhoda v zarovnaní
I 1 inzercia
D 2 delécia
N 3 preskočený región z referencie
S 4 vynechaná sekvencia prítomná v BAM súbore
H 5 vynechaná sekvencia neprítomná v BAM súbore
P 6 posunutie
= 7 zhoda so sekvenciou
X 8 nezhoda so sekvenciou
Tabuľka 6.2: Operácie v CIGAR reťazci
Operácia N v prípade zarovnania mRNA na genóm značí intrón, pri iných typoch za-
rovnaní nie je interpretácia tejto operácia definovaná. Suma dĺžok operácií M/I/S/=/X by
sa mala rovnať veľkosti sekvencie readu.
Ak read obsahuje operáciu S, znamená to, že časť readu bola zo zarovnania vyhodená,
avšak nachádza sa vo výslednej sekvencii. Pre ďalšiu analýzu je potrebné pokúsiť sa túto časť
namapovať a k tomu bude využitý nástroj bwa [42]. Operácia H takisto značí, že časť readu
bola zo zarovnania vyhodená, avšak táto sekvencia sa nenachádza vo výslednej sekvencii.
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6.3 Pojmy
Pri detekcii variácií je potrebné si upresniť niektoré pojmy spoločne s popisom zistenia ich
hodnôt a využitia pri detekcii genómových variácií.
Vzdialenosť medzi readmi
V deviatom stĺpci SAM súboru sa nachádza informácia o veľkosti celého zarovnania. Ľavý
read nesie túto informáciu v kladnej forme, pravý read naopak v zápornej. Ak je hodnota
vzdialenosti nulová, jedná sa o samostatný read alebo táto informácia nie je dostupná.
Vzdialenosť medzi readmi je možné získať odpočítaním veľkostí oboch readov od tejto
hodnoty. Avšak takisto je možné túto informáciu vypočítať pomocou pozícií, na ktoré sa
oba ready namapovali, spoločne s ich veľkosťami. Jednotlivé pojmy zobrazuje obrázok 6.1.
veľkosť zarovnania
vzdialenosť medzi readmi
veľkosť 1. readu veľkosť 2. readu
Obrázok 6.1: Rôzne veľkosti a vzdialenosť medzi readmi
Pre detekciu variácií bude dôležitá priemerná veľkosť vzdialeností d medzi readmi spo-
ločne so štandardnou odchýlkou σd. Tieto informácie budú zistené zo všetkých párových
readov, ktoré sa podarilo namapovať a namapovali sa v uvedenej politike. Vynechané budú
už vyfiltrované ready a takisto ready, ktoré sa namapovali na rôzne chromozómy. Interval
udávajúci možné vzdialenosti medzi readmi je [d − 3σd, d + 3σd], kde minimálna hodnota
bude v ďalšom texte označovaná ako mind a maximálna hodnota ako maxd.
Hĺbka pokrytia
Ako bolo spomenuté, hĺbka pokrytia udáva počet, koľkokrát bol daný genóm nasekveno-
vaný. Táto hodnota bude postupne získavaná pre každé okno. Prvým krokom bude zistenie
a opravenie hĺbky pokrytia kvôli šumu, ktorý spôsobil obsah GC. Tento krok používa RDX-
plorer spoločne s ďalším množstvom nástrojov pracujúcich s hĺbkou pokrytia. V každom
okne i o veľkosti 100 bp bude získaný počet readov ri na základe ich počiatočnej pozície.
Budú pripočítané iba nevyfiltrované ready. Následne bude vykonaná korekcia podľa vzorca
r˜i = ri ∗ m
mGC
, (6.1)
kde m je medián zo všetkých okien a mGC je medián zo všetkých okien s rovnakým
percentuálnym obsahom GC ako okno i. Percentuálny obsah GC je vypočítaný ako
cGC =
G+ C
A+ T +G+ C
∗ 100, (6.2)
kde jednotlivé písmená uvádzajú počet odpovedajúcich báz v rámci daného okna. Zís-
kaná hĺbka pokrytia bude použitá pre podporu nájdených variácií. Menšie pokrytie oproti
priemernému bude značiť deléciu a naopak väčšie pokrytie identifikuje duplikáciu.
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Miera istoty
Každej nájdenej variácii bude priradená hodnota z intervalu [0, 1], ktorá udáva istotu ná-
stroja, že je daná variácia správna. Zapamätajú sa intervaly, v ktorých sú ready, ktoré
prispeli k detekcii variácie. Miera istoty sa získa vydelením počtu readov, ktoré prispeli
k detekcii s celkovým počtom readov nachádzajúcich sa v týchto intervaloch.
6.4 Kategórie
Ready môžu byť rozdelené do troch kategórií, v ktorých budú detegované určité podmno-
žiny variácií. V prvej kategórii budú detegované SNP a malé indely priamo z CIGAR
reťazca spoločne s voliteľným tagom MD. V tejto kategórii budu využité všetky nevyfiltrované
ready. Ostatné dve kategórie budú detegovať variácie pomocou dvoch metód prezentovaných
v predošlej kapitole. Prvá z týchto dvoch kategórií bude používať neprerušované ready, čo
znamená, že sa ready namapovali vcelku bez hocijakého prerušenia. Posledná kategória
bude využívať prerušované ready pri detekcii variácií. Vo všetkých prípadoch sa inzercia
alebo delécia, ktorej veľkosť je v intervale [1, 1000], nazýva indel.
Všetky ready
Zo všetkých readov budú získané najmenšie možné variácie – SNP a takisto indely malých
rozmerov, ktoré sú uložené priamo v reade. Voliteľný tag MD udáva presnú zhodu a nezhodu
s referenčným genómom. Regulárny výraz pre získanie reťazca udávajúceho zhody a ne-
zhody je [0-9]+(([A-Z]|^[A-Z]+)[0-9]+)*. Regulárny výraz začína číslom, ktoré udáva
počet zhôd s referenčným genómom. Následne môže byť uvedená buď báza nachádzajúca sa
na referenčnom genóme, ktorá sa líši od bázy readu, alebo symbol ^, ktorý značí deléciu a
za týmto znakom sa nachádzajú bázy vymazané z readu. Reťazec môže pokračovať ďalším
číslom udávajúcim zhodný počet báz, . . . Treba poznamenať, že sa uvádza i nulový počet
zhôd. Čiže ak by nastali nezhody v dvoch bázach po sebe, napr. CA oproti readu TC, bude
reťazec obsahovať podreťazec C0A a nie iba CA. Delécia bude detegovaná z reťazca CIGAR
ako operácia D a jej presná sekvencia bude získaná z voliteľného tagu MD. Inzercia bude
detegovaná operáciou I v reťazci CIGAR a jej presná sekvencia bude získaná zo samotného
readu.
Neprerušované ready
Ak sú oba párové ready namapované na referenčný genóm, bude použitá metóda read
pair pre detekciu variácií. Ready, ktoré spĺňajú niektorú z následujúcich podmienok, budú
vybrané do ďalšej analýzy, pretože pravdepodobne ide o detekciu variácie:
1. ready sú namapované v nesprávnej orientácii,
2. vzdialenosť medzi readmi nie je v správnom intervale,
3. párové ready sú vzájomne prehodené.
Detekciu variácií je možné potom rozdeliť podľa tabuľky 6.3. V prípade, že je viacero
možností typu variácie, bude potrebné rozhodnúť, ktorá z nich je najdôveryhodnejšia. O tom
rozhodne počet readov, ktorý každej variácii dáva určitú podporu. V prípade rovnakého
počtu readov u viacerých variácií nebude uvažovaná žiadna za dôveryhodnú. Okrem toho
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je možné pri tomto rozhodovaní použiť aj údaj o hĺbke pokrytia, ktorý môže podporiť iba
deléciu alebo duplikáciu. Avšak údaj o tom, že je hĺbka pokrytia správna, je užitočný pre
ostatné variácie.
Detekcia Variácia
Vzdialenosť medzi readmi je väčšia ako maxd delécia, duplikácia, translokácia
Vzdialenosť medzi readmi je menšia ako mind inzercia, duplikácia, translokácia
Jeden read má opačnú orientáciu inverzia
Ready sa prekrývajú duplikácia
Prehodené ready duplikácia, translokácia
Tabuľka 6.3: Detekcia variácií neprerušovanými readmi
Prerušované ready
Prerušovanými readmi sa myslia ready, ktoré sa nenamapovali na referenčný genóm ako
súvislá sekvencia. Read mohol byť prerušený inou sekvenciou, časť readu nie je namapo-
vaná alebo sa read rozdelil na niekoľko častí a tie sa namapovali rôzne vrátane aj rôznej
orientácie. Avšak druhý párový read sa musel vo všetkých prípadoch namapovať celý, resp.
jeho reťazec CIGAR môže obsahovať maximálne operácie M, I, D, = a X. Uvažovať sa budú
len prerušované ready s 2 časťami. Do ďalšej analýzy sa teda ponechajú ready, z ktorých
práve jeden spĺňa minimálne jednu z podmienok:
1. read sa nenamapoval v jednej súvislej sekvencii,
2. aspoň jedna jedna časť readu má opačnú orientáciu,
3. niektoré časti readu sú vzájomne prehodené.
Detekciu variácií je možné potom rozdeliť podľa tabuľky 6.4. Rozhodnutie o tom, ktorá
variácia je najdôveryhodnejšia, bude rovnaké ako pri neprerušovaných readoch.
detekcia Variácia
Jednu časť sa nepodarilo namapovať inzercia
Medzera medzi časťami delécia, duplikácia, translokácia
Medzi časťami je operácia S alebo H bez medzery inzercia
Jedna časť má nesprávnu orientáciu inverzia
Časti sú prehodené duplikácia, translokácia
Časti sa vzájomne prekrývajú duplikácia
Jedna časť sa prekrýva s druhým readom duplikácia
Časti obklopujú druhý read duplikácia, translokácia
Tabuľka 6.4: Detekcia variácií prerušovanými readmi
6.5 Zoskupenie prekrývajúcich sa variácií
Pred samotným vyhodnotením variácií budú tie, ktoré sa prekrývajú a majú rovnaký typ,
pridané do klastrov pre zvýšenie spoľahlivosti. Vytvorené klastre môžu takisto bližšie určiť
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veľkosť, hranice a presnú sekvenciu danej variácie. K tomuto prispejú najmä variácie de-
tegované prerušovanými readmi, ktoré už zo svojej podstaty detegujú kompletné sekvencie
variácií alebo aspoň jednu jej hranicu. Variácie v klastroch nakoniec vytvoria jednu kom-
pletnú variáciu, ako je vidieť na príklade na obrázku 6.2. Oblasť novej variácie nemôže
presahovať mimo oblasti pôvodných variácií. Ak možný posun niektorej variácie (označené
na obrázku šípkami) je v rámci oblasti druhej variácie, bude nová variácia siahať iba po
tento posun. Tento prípad je možné vidieť v tvorbe ľavej pozície novej variácie.
Obrázok 6.2: Príklad spojenia hornej a dolnej variácie, ktoré vytvoria novú variáciu v strede
6.6 Výstup
Výstupom navrhnutého nástroja bude VCF súbor, ktorý bude obsahovať všetky nájdené
variácie. Hlavička každého VCF súboru bude začínať následovne:
##fileformat=VCFv4.1
##fileDate=?
##source=gataca
##reference=?
##contig=<ID=?,length=?,assembly=?,md5=?,species="?",URL=?>
Otázniky budú nahradené reálnymi hodnotami. Položka fileFormat obsahuje formát
súboru, ktorý bude vždy VCFv4.1. Položka fileDate obsahuje dátum vygenerovania sú-
boru, ktorého formát je RRRRMMDD. Položka source predstavuje názov programu, ktorý daný
VCF súbor vygeneroval. Položka reference bude obsahovať cestu k súboru s referenčným
genómom. Tagy @SQ v hlavičke vstupného BAM súboru reprezentujú položky contig a ich
hodnoty sa získajú z tejto hlavičky. Tabuľka 6.5 popisuje význam navrhnutých atribútov
pre stĺpec INFO. Príklady uloženia presných variácií sa nachádzajú v prílohe A.
Atribút Význam
SVTYPE typ štruktúrnej variácie
END pozícia konca variácie
IMPRECISE nepresná variácia
CILEN interval možných veľkostí variácie
CPOS možný posun počiatočnej pozície variácie
CEND možný posun koncovej pozície variácie
MAX maximálna pozícia, kde nastala delécia
TRACHROM chromozóm translokácie
TRAPOS počiatočná pozícia translokácie
TRAEND koncová pozícia translokácie
TRACPOS možný posun počiatočnej pozície translokácie
TRACEND možný posun koncovej pozície translokácie
CONF miera istoty v intervale [0, 1]
Tabuľka 6.5: Význam atribútov pre stĺpec INFO
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Možné hodnoty pre atribút SVTYPE sú DEL, INS, INV, DUP, DUP:TANDEM, INS:TRA, ktoré
postupne značia deléciu, inzerciu, inverziu, duplikáciu, tandemovú duplikáciu a transloká-
ciu. V prípade SNP nebude tento atribút uvedený.
6.7 Dátový tok
Jednotlivé popísané časti návrhu v predošlých podkapitolách a ich priebeh je možné zobraziť
v dátovom toku na obrázku 6.3.
zoskupenie prekrývajúcich
sa variácii
zarovnanie
nenamapovaných častí
získanie hĺbky pokrytia
získanie rozloženia
vzdialenosti medzi readmi
detekcia
neprerušovanými readmi
detekcia
prerušovanými readmi
BAM súbor so zarovnanými readmi
FASTA súbor s referenčným genómom
VCF súbor s detegovanými variáciami
rozhodnutie medzi
nejednoznačnými variáciami
Obrázok 6.3: Dátový tok navrhovaného nástroja
41
Kapitola 7
Implementácia
Navrhnutý nástroj bol implementovaný v skriptovacom jazyku python, ktorý je v bioin-
formatike veľmi využívaný. Implementácia sa delí na štyri hlavné časti, ktoré sú postupne
opísané v nasledujúcich podkapitolách, ktoré sú členené rovnako ako samotná adresárová
štruktúra. Najskôr však budú opísané vytvorené skripty.
7.1 Skripty
Hlavný skript, ktorú spúšťa detekciu variácií je gataca.py. Okrem toho boli vytvorené
dva pomocné skripty. Skript detach.py slúži pre získanie readov v špecifickom regióne
z originálneho súboru a vytvorenie nového. Túto možnosť poskytuje aj nástroj samtools,
avšak vytvorený skript do nového súboru zahrnie aj read, ktorý je mimo špecifikovaný
región, ale jeho pár sa v tomto regióne nachádza. Skript bol vytvorený z dôvodu rýchlejšieho
nahrávania vstupných dát na server MetaCentra. Druhý pomocný skript stats.py slúži pre
vypísanie štatistík o predloženom VCF súbore. Okrem toho poskytuje možnosť porovnania
nájdených variácií s variáciami v referenčnom VCF súbore.
7.2 Balíček interface
Tento balíček disponuje pomocnými funkciami v súbore interface.py, triedou Logger
pre ukladanie záznamu o vzniknutej prípadnej výnimke do html súboru a nastaveniami
nástroja v triede Settings. Nastavenia nástroja sa nachádzajú v tabuľke 7.1 spoločne s ich
implicitnými hodnotami, ktoré je možné meniť cez príkazový riadok.
7.3 Balíček tools
Tento balíček disponuje nástrojmi tretích strán. Vo výsledku bol použitý iba nástroj bwa,
zaobalený do triedy Bwa, pre zarovnanie nenamapovaných častí readu. Trieda disponuje
dvomi metódami, z čoho prvá vytvorí indexový súbor referenčného genómu a druhá zarovná
ready k tomuto referenčnému genómu.
7.4 Balíček resources
Balíček obsahuje prostriedky, ktoré pracujú so vstupnými alebo výstupnými dátami imple-
mentovaného nástroja.
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Nastavenie Implicitná hodnota
Región, v ktorom sa detegujú variácie celý genóm
Výstupný súbor štandardný výstup
Politika sekvenovania priame/reverzné vlákno
Minimálna kvalita readu 30 (99,9 %)
Minimálna dĺžka rozdelenej časti readu 10
Veľkosť okna pre získanie hĺbky pokrytia 100
Interval správnej hĺbky pokrytia zistí sa z readov
Jadro readov pre získanie intervalu hĺbky pokrytia 0.1 (10 %)
Minimálny počet okien v jadre 1000
Interval správnej vzdialenosti medzi readmi zistí sa z readov
Počet readov pre získanie intervalu vzdialeností 50000
Jadro readov pre získanie vzdialenosti medzi readmi 0.1 (10 %)
Minimálny počet readov v jadre 1000
Minimálna miera istoty pre výpis variácie 0.3 (30 %)
Tabuľka 7.1: Nastavenia nástroja s implicitnými hodnotami
Trieda Sample
Trieda, ktorá pracuje so vstupnými namapovanými readmi vzorky spoločne s referenčným
genómom. Jej hlavnou úlohou je postarať sa o zarovnanie nenamapovaných častí readov,
získanie rozloženia vzdialenosti medzi readmi a nakoniec získanie hodnôt hĺbky pokrytia
v neprekrývajúcich sa oknách a jej oprava od obsahu GC.
Trieda poskytuje najmä metódy pre získanie párových readov a presnej i nepresnej hĺbky
pokrytia v určitom intervale. Presnou hĺbkou pokrytia s myslí presný počet readov, ktorý
sa v danom regióne nachádza. Nepresná hĺbka pokrytia je potom táto hodnota opravená
od obsahu GC. Okrem toho trieda disponuje viacerými pomocnými metódami, napríklad
pre získanie rôznych informácií o referenčnom genóme.
Trieda VCFCreator
Trieda obsahuje metódy pre vytvorenie hlavičky VCF a výpisu jednotlivých záznamov.
Výstup môže byť zapísaný do súboru alebo na štandardný výstup.
Podbalíček reads
Tento podbalíček sa delí na päť tried, z čoho najhlavnejšia je trieda Paired reprezentujúca
párový read. Ostatné triedy reprezentujú samostatný read Read, pár s jedným prerušeným
readom SplitPair, prerušený read SplitRead a časť prerušeného readu SplitPart. Všetky
triedy disponujú viacerými metódami testujúcimi určité príznaky, ako napríklad zmenu
orientácie readu alebo testovanie minimálnej kvality namapovania.
Ako bolo spomenuté, najdôležitejšiu úlohu má trieda Paired, ktorá rozhodne o tom,
ako sa bude s týmto párom ďalej pracovať. V prvom rade môže ísť o párový read, kde je
jeden read nezarovnaný a v tomto prípade bude read označený za samostatný. Inak môže
byť označený za párový read, v ktorom je jeden z readov prerušený. Takisto napríklad kvôli
nízkej kvalite mapovania bude celý pár vyhodený z ďalšej analýzy. Ak párový read nespadne
do žiadnej z predošlých kategórií, bude označený za normálny.
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7.5 Balíček variations
Balíček obsahuje triedu Detector pre detekciu variácií a takisto triedu reprezentujúcu
samotné variácie Variation. Okrem toho obsahuje dva podbalíčky clusters (klastre) a
factories (továrne). Všetky časti sú opísané v nasledujúcich podsekciách.
Trieda Variation
Trieda, ktorá sa stará hlavne o ukladanie jednotlivých potrebných informácií a disponuje
metódami pre ich získanie.
Trieda Detector
Stará sa o detegovanie nesúhlasných readov a volá príslušné metódy tovární pre vytvorenie
variácií. V niektorých prípadoch je nutné rozhodnúť medzi nejednoznačnými variáciami, na
čo slúži špeciálna klastrovacia trieda OppositeCluster, viď nižšie. Prekrývajúce sa variácie
s rovnakým typom sú následne vložené do klastrov, kde sa spájajú do jednej pre zvýšenie
spoľahlivosti. Nakoniec sú jednotlivé variácie vypísané vo VCF formáte.
Podbalíček clusters
Všetky triedy v tomto balíčku dedia od abstraktnej triedy AbstractCluster. Prekrývajú-
ce sa štruktúrne variácie s rovnakým typom sú vkladané do klastra StructuralCluster,
kde sa spájajú do jednej variácie pre zvýšenie spoľahlivosti. Jednobodové variácie SNP
nachádzajúce sa na rovnakej pozícii sú vložené do klastra SnpCluster a vo výstupe figurujú
všetky, každá so svojou mierou istoty.
Ako už bolo spomenuté, trieda OppositeCluster, reprezentuje špeciálny typ klastra,
v ktorom sa rozhoduje medzi nejednoznačnými variáciami. Inými slovami zo všetkých va-
riácií nachádzajúcich sa v tomto klastri je iba jedna správna a tá bude figurovať vo výstupe.
Vybraná bude tá variácia, ktorá bola spojená s najväčším počtom iných variácií. V prípade,
že existuje viac variácií, ktoré majú tento počet najväčší, rozhodne sa pomocou hĺbky po-
krytia medzi týmito variáciami. Delécia je podporená nižšou hĺbkou pokrytia, ako je očaká-
vaná, duplikácia je podporená naopak väčšou hĺbkou pokrytia oproti očakávanej a ostatné
variácie podporuje práve očakávaná hĺbka pokrytia. Ak je z týchto variácií podporovaná
hĺbkou pokrytia len jedna variácia, bude výstupom klastra. Naopak, ak nie je podporovaná
žiadna variácia alebo je podporených viacero, výstupom klastra nebude žiadna variácia.
Podbalíček factories
Továrne sa starajú o vytváranie detegovaných variácií spoločne so získavaním intervalov
pre počítanie mier istoty. Všetky triedy dedia od základnej továrne BaseFacory, ktorá
obsahuje metódu volanú po každom získaní informácií o variácii a stará sa o nastavenie
najvhodnejších atribútov z tabuľky 6.5. Variácie detegované v reťazci CIGAR a voliteľnom
tagu MD sú vytvárané továrňou CigarFactory. Variácie detegované prerušovanými resp.
neprerušovanými readmi sú vytvárané továrňou SplitFactory resp. PairFactory. Variácie
v klastroch sú spájané do jednej továrňou JoinFactory.
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Experimenty
Naimplementovaný nástroj bol otestovaný na simulačných i reálnych dátach. V prvom prí-
pade sú zhodnotené nájdené referenčné i nové variácie a pre porovnanie sú zobrazené i
výsledky získané pomocou nástroja samtools. V druhom experimente bola vybraná ná-
hodná vzorka z 1000 Genomes Project, v ktorej boli nájdené variácie. Nájdené indely boli
porovnané s referenčným výstupom. V samotnom zhrnutí sú spomenuté aj nevykonané
experimenty s odôvodnením ich vyradenia.
8.1 Simulačné dáta
Pomocou simulačného nástroja dwgsim [7] boli vytvorené ready pre chromozóm číslo 5 v in-
tervale [1000000, 1500000]. Týmto nástrojom boli do readov vložené malé indely. Vytvorené
ready boli nástrojom bwa namapované na referenčný genóm GRCh37. Celkovo bolo vlože-
ných 479 indelov do readov. Tabuľka 8.1 ukazuje prienik nájdených indelov s referenčnými
indelmi a okrem toho aj počet nájdených nových variácií.
Miera istoty Referenčné variácie Nové variácie Citlivosť
0 % 369 (77 %) 512 41,88 %
10 % 351 (73 %) 17 95,38 %
Tabuľka 8.1: Výsledky hľadania indelov v simulačných dátach
Z predchádzajúcej tabuľky je vidieť, že v porovnaní s referenčnými variáciami sa našlo
až 512 nových variácií, z čoho väčšina sú pravdepodobne falošné detekcie. Toto tvrdenie
potvrdzuje fakt, že pri porovnaní iba s variáciami, ktoré majú minimálnu mieru istoty 10 %,
sa vyše 96 % nových variácií vyfiltrovalo. Vďaka tomuto vyfiltrovaniu stúpla senzitivita
o vyše 50 %. Nástrojom samtools bolo nájdených 441 referenčných variácií (92 %) a 9 nových
variácií, čo predstavuje 98 % senzitivitu. Dôvodom, prečo naimplementovaný nástroj našiel
nižší počet referenčných variácií môže byť to, že sa tieto variácie nachádzali na readoch,
ktoré boli vyfiltrované z analýzy kvôli nízkej kvalite mapovania.
8.2 Reálne dáta
Z projektu 1000 Genomes Project bola stiahnutá náhodná vzorka NA12383, na ktorej sa
vykonávali následné experimenty. Vzorka patrí obyvateľovi Utahu so severozápadnými ko-
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Typ
0% 10% 60% 100%
p min max p min max p min max p min max
DEL 64 1 45 63 1 45 27 1 7 19 1 7
INZ 228 1 73 228 1 73 89 1 73 43 1 73
INV 114 12 74 100 12 74 0 - - 0 - -
DUP 1066 2 283 933 2 273 40 2 155 11 3 95
TAN 125 2 235 116 2 203 1 2 2 1 2 2
TRA 11 53 54 10 53 54 4 53 54 4 53 54
Tabuľka 8.2: Počet, minimálne a maximálne veľkosti nájdených variácií vo vzorke NA12383
v rôznych minimálnych mierach istoty. Typy postupne značia deléciu, inzerciu, inverziu,
duplikáciu, tandemovú duplikáciu a translokáciu.
reňmi v Európe. Ready boli získané sekvenčnou platformou Illumina so slabým pokrytím a
boli zarovnané k referenčnému genómu GRCh37 pomocou nástroja bwa. Z časových dôvo-
dov neboli variácie získané z kompletného genómu, ale len z malej časti a to z chromozómu
číslo 18 od pozície 50 000 000 do 50 500 000. Tabuľka 8.2 zobrazuje počet, minimálne a ma-
ximálne veľkosti nájdených variáciách v rôznych mierach istoty.
Už prvý pohľad na nájdené variácie napovie, že boli nájdené malé variácie, ktorých
veľkosť nepresiahla 300 bp. Toto je sčasti limitujúce, avšak tieto malé variácie môžu mať
veľký význam a ich ďalšie preskúmanie môže odhaliť významný dopad na ľudský genóm.
Preskúmanie väčšej časti, či už niektorého chromozómu, alebo kompletného genómu môže
odhaliť variácie, ktoré sú väčšie ako len desiatky bp. Avšak detekcia týchto malých variácií
je pravdepodobne spôsobená väčšou citlivosťou metódy read pair na malé variácie a takisto
malou veľkosťou readov vo vzorke (priemerná hodnota 160 bp), čo obmedzuje metódu split
read.
Z FTP stránky projektu bol získaný VCF súbor, ktorý obsahuje nájdené indely v rámci
populácie. Tento súbor bol získaný niektorým z nástrojov, ktoré sú v tomto projekte pou-
žívané. Z tohoto súboru boli extrahované variácie nachádzajúce sa v skúmanom regióne a
na skúmanom vzorku. Celkový počet referenčných indelov je 418. Tabuľka 8.3 zobrazuje
prienik nájdených indelov s indelmi, nachádzajúcimi sa v referenčnom súbore.
Z uvedenej tabuľky je vidieť, že sa našlo len nepatrné množstvo referenčných indelov,
ale približne niekoľko stoviek nových variácií, ktoré majú mieru istoty nad 30 %. Tieto
variácie okrem indelov spadajú aj do iných kategórií, ako už bolo prezentované v tabuľke
8.2. Nepatrné množstvo nájdených referenčných variácií má z určitej miery za následok aj
to, že v 1000 Genomes Project boli tieto variácie nájdené v rámci väčšej populácie a z toho
dôvodu mali aj väčšiu pravdepodobnosť, že budú detegované.
8.3 Zhrnutie
Implementovaný nástroj bol otestovaný na simulačných aj reálnych dátach. V oboch prí-
padoch boli porovnané nájdené variácie iba s referenčnými indelmi z dôvodu, že daný si-
mulačný nástroj iné variácie nepodporuje a VCF súbory s ostatnými variáciami sa na FTP
stránke projektu 1000 Genomes Project nenachádzajú. Experimenty ukazujú, že nástroj
je schopný detegovať hlavne malé variácie rôznych typov. Toto tvrdenie by bolo vhodné
v prípadnom ďalšom pokračovaní overiť na celom genóme, iných vzorkách a poprípade aj
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Miera istoty Referenčné variácie Nové variácie Citlivosť
0 % 55 (13 %) 237 18,84 %
10 % 55 (13 %) 236 18,90 %
20 % 53 (12 %) 220 19,41 %
30 % 46 (11 %) 186 19,83 %
40 % 40 (9 %) 153 20,73 %
50 % 39 (9 %) 136 22,29 %
60 % 26 (6 %) 90 22,41 %
70 % 22 (5 %) 49 30,99 %
80 % 19 (4 %) 47 28.79 %
90 % 17 (4 %) 45 27,42 %
100 % 17 (4 %) 45 27,42 %
Tabuľka 8.3: Výsledky hľadania indelov v reálnych dátach v rôznych minimálnych mierach
istoty
na vzorkách s väčšou hĺbkou pokrytia. Avšak nájdené variácie môžu byť rozšírené o niekoľko
báz na obe strany, čo je takisto uložené vo výstupnom VCF súbore, ale toto možné rozšírenie
nebolo nijak skúmané. Takisto ako bolo spomenuté, malé variácie môžu veľkým spôsobom
ovplyvňovať pravdepodobnosť vzniku určitej choroby alebo mohli mať veľký význam vo vý-
vine ľudstva. Množstvo nových nájdených variácií môže byť iba falošnými detekciami a už
prvé vyfiltrovanie tých najpravdepodobnejších je možné zvýšením minimálnej požadovanej
miery istoty nájdenej variácie.
Okrem uvedených experimentov boli pripravené aj experimenty na nájdenie referen-
čných variácií nachádzajúcich sa v [4, 37]. Tieto variácie majú známe presné hranice a
pochádzajú z rôznych zdrojov. Experimenty nakoniec neprebehli, pretože tieto referenčné
variácie v skúmanom regióne majú veľkosť niekoľko tisíc báz a implementovaný nástroj
v skúmanom regióne našiel variácie do veľkosti 300 bp.
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Kapitola 9
Záver
Práca sa venovala základným informáciám o genómoch a spôsobu uloženia informácií v DNA
sekvenciach. Boli predstavené prístupy mapovania osekvenovaných readov voči referenčné-
mu genómu a vo väčšej hĺbke boli predstavené štyri základné prístupy detekcie genómových
variácií spoločne s ich kombináciami. Navrhnutý algoritmus sa skladá z kombinácie metód
read pair a split read, od čoho sa očakávalo detegovanie čo najväčšieho počtu variácií s pres-
nými hranicami. Ide o pravdepodobne prvú kombináciu týchto metód, pretože v prípade
metódy split read sa väčšinou implementuje špecializované zarovnávanie nenamapovaných
častí a je to hlavným predmetom týchto štúdií. Okrem toho bola použitá hĺbka pokrytia,
ktorá prispieva v rozhodovaní o správnych variáciách. Návrh bol naimplementovaný v skrip-
tovacom jazyku python. Funkčnosť nástroja bola overená na simulačných aj na reálnych
dátach. Z experimentov sa dá konštatovať, že nástroj deteguje variácie menších veľkostí,
ktoré môžu byť prípadne rozšírené na obe strany a vzniknú variácie väčších rozmerov.
Príčinou detekcie malých variácií môže byť malá veľkosť readov v testovanej vzorke, čo
obmedzuje metódu split read a takisto väčšia citlivosť na malé variácie metódou read pair.
Pre ďalšie pokračovanie projektu by bolo vhodné okrem indelov porovnať aj ostatné de-
tegované variácie s existujúcimi nástrojmi využívajúcimi niektorú zo štyroch metód alebo
ich kombináciu. V prípade overenia detegovaných variácií s veľkou mierou istoty za pomoci
iných nástrojov by mohol nasledovať návrh a implementácia detekcie komplexnejších variá-
cií. Ide napríklad o úplne nové variácie alebo prevažne o variácie skladajúce sa zo základných
typov variácií. Výpočtový čas hrá veľkú úlohu a budúce pokračovanie sa môže venovať jeho
zníženiu za pomoci využitia paralelizmu. Využitá pamäť nebola nijak skúmaná, avšak už zo
samotnej veľkosti vstupných súborov a nutnosti ukladania informácii o variáciách je jasné,
že by bolo vhodné sa jej znížením zaoberať. Vhodné by bolo napríklad vypisovať variácie
už po určitých regiónoch. Tým sa zas na druhú stranu obmedzí detekcia väčších variácií,
avšak keďže nástroj deteguje prevažne malé variácie, nemuselo by to nijak túto detekciu
obmedzovať. V nástroji nebola implementovaná detekcia MEI variácií, čo by sa taktiež
mohlo objaviť v budúcom pokračovaní, napríklad pomocou zarovnania nenamapovaných
častí voči známym transpozónom uložených v dostupnej databáze.
Skúmanie ľudských genómov je vo svojich začiatkoch a je silne závislé na sekvenačných
technológiách a je možné očakávať, že s príchodom sekvenátorov tretej generácie sa spoľahli-
vosť súčasných metód zvýši, prípadne vzniknú nové metódy. Avšak kým nenastane doba,
keď bude možné získať kompletnú sekvenciu genómu akéhokoľvek človeka, budú súčasné
metódy a ich obmeny stále používané a preto je vhodné sa nimi zaoberať.
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Príloha A
Príklady uloženia variácií vo VCF
formáte
Modrá sekvencia predstavuje sekvenciu z referenčného genómu, zelená zas sekvenciu z readu.
Z príkladov sú vynechané povinné informácie, ktoré nie sú pri týchto ukážkach relevantné:
CHROM, ID, QUAL a FILTER. Ak to bude nutné, bude sa uvažovať, že sa variácie vyskytujú
na chromozóme 1.
SNP
ACTATTGGACCATCATCAACATCGTAGCGTA
ACTATTCGACCATCATCAACATCGTAGCGTA
30 6040 50
POS REF ALT INFO
36  G   C   .
Obrázok A.1: Príklad SNP a jej uloženia
Delécia
TAGCTATAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGGC
TAGCTATAGCT­­­­­­­TAGCTAGCTAGGC
30 6040 50
POS REF ALT    INFO
40  T   T<DEL> SVTYPE=DEL;END=47;SVLEN=7
Obrázok A.2: Príklad delécie a jej uloženia
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Inzercia
GTACGCTAGCTAGCTA­­­­­­­­­CTAGCT
GTACGCTAGCTAGCTATCAGCGATACTAGCT
30 6040 50
POS REF ALT    INFO
45  A   A<INS> SVTYPE=INS;SVLEN=9
Obrázok A.3: Príklad inzercie a jej uloženia
Inverzia
ACTGACGTACTGGCTAGTCATGACTGACTAC
ACTGACGCTGATCGGTCATATGACTGACTAC
30 6040 50
POS REF ALT   INFO
37  T   <INV> SVTYPE=INV;END=48;SVLEN=12
Obrázok A.4: Príklad inverzie a jej uloženia
Duplikácia
CAGAACCATAACTGCATGTACAGTCCTGACA
CAGAACCATAACTGCATAGAACCATAAGTAC
30 6040 50
POS REF ALT    INFO
31  T   T<DUP> SVTYPE=DUP;END=40;SVLEN=10
Obrázok A.5: Príklad duplikácie a jej uloženia
Translokácia
CAGAACCATAACTGCATGTACAGTCCTGACA
C­­­­­­­­­­CTGCATAGAACCATAAGTAC
30 6040 50
POS REF ALT        INFO
46  C   C<INS:TRA> SVTYPE=INS:TRA;SVLEN=10;TRACHROM=1;TRAPOS=31;TRAEND=40
Obrázok A.6: Príklad translokácie a jej uloženia
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Príloha B
Obsah CD
doc — dokumentácia spoločne so zdrojovými kódmi a obrázkami
interface — rozhranie logovacích HTML súborov
src — zdrojové kódy nástroja
outputs — výstupné súbory opísané v experimentoch vrátane referenčných súborov
detach.py — skript pre vytvorenie nového súboru s oddeleným regiónom readov
gataca.py — skript pre detekciu variácií
stats.py — skript pre vypísanie štatistík
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